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Resumo 
 
Os produtos biológicos expostos ao meio ambiente degradam-se, dificultando 
frequentemente a sua identificação genética. A técnica de extração do ADN mais adequada 
para o estudo de amostras forenses pode variar consoante o tipo de amostra e o seu estado de 
conservação o qual depende das condições a que esta esteve sujeita.  
Com este trabalho, pretendeu-se comparar a eficiência de diversos métodos de extração 
de ADN e aperfeiçoar protocolos de extração no estudo de amostras forenses muito 
degradadas, sujeitas a ambientes hostis e na presença de inibidores.  
Foram realizadas manchas de sangue em ganga, licra e algodão, as quais foram sujeitas a 
condições ambientais semelhantes às das amostras forenses frequentemente encontradas em 
locais de crime. As manchas foram mantidas em diferentes condições ambientais para a sua 
degradação - água doce (poço), enterradas em três distintos tipos de solo (arenoso, pantanoso 
e argiloso), à superfície do solo de um bosque e dentro de uma habitação, em diferentes 
estações do ano, durante um período máximo de dois anos. Foram ainda realizadas lavagens 
de manchas de sangue com detergente e lixívia. Foram colhidos periodicamente fragmentos 
representativos de cada amostra e utilizados diferentes métodos de extração de ADN (Chelex®, 
QIAamp™ DNA Investigator, DNA IQ™ System) em relação aos distintos tipos de amostras. 
Todas as amostras extraídas foram quantificadas com Quantifiler™ Human DNA Quantification 
(AB). As amostras com quantidade de ADN entre 0,01 e 0,09ng/l foram amplificadas com o 
AmpFℓSTR® MiniFiler™ (AB) e com quantidade superior a 0,09ng/l foram amplificadas com o 
AmpFℓSTR® Identifiler™ (AB) ou AmpFℓSTR® Identifiler Plus™ (AB). Por fim, os fragmentos 
amplificados foram separados e detetados nos sequenciadores automáticos 3130 e 3500 
Genetic Analyzers (AB) e obtidos os respetivos perfis genéticos.  
A extração de ADN com o kit QIAamp DNA Investigator permitiu recuperar em termos 
qualitativos uma maior quantidade de ADN na maioria das amostras sujeitas aos diferentes 
ambientes e condições, quando comparado com os restantes métodos de extração. Para as 
amostras enterradas em solo arenoso durante 3 meses, na época do verão, a extração com 
Chelex seguida de purificação com Microcon®/Amicon® e NaOH, possibilitou a recuperação de 
quantidade de ADN suficiente para a amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ e, 
consequentemente, a obtenção de um perfil genético completo. No tecido de algodão, o kit de 
amplificação AmpFℓSTR® MiniFiler™ permitiu a obtenção de perfis genéticos completos de 
amostras sujeitas a diferentes condições durante períodos mais longos. 
O solo pantanoso, o poço e a lavagem com lixívia foram os ambientes que mais 
rapidamente levaram à degradação do ADN presente nas diferentes amostras, enquanto que a 
habitação foi o ambiente que permitiu a conservação do ADN durante mais tempo, 
possibilitando a identificação genética completa da maioria das amostras. O kit de extração 
QIAamp DNA Investigator mostrou ser um método de extração de ADN muito versátil e eficaz 
na remoção de vários tipos de inibidores da PCR, da generalidade das amostras. 
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Abstract  
 
Biological products exposed to detrimental environmental conditions suffer 
degradation which difficult its analysis. The most adequate extraction technique for the study 
of forensic samples may vary depending on the type of sample and the conditions it was 
subjected.  
This work aimed at comparing the efficiency of different DNA extraction methods and 
improve extraction protocols in the study of very degraded forensic samples subjected to 
hostile environmental conditions and in the presence of inhibitors.  
Bloodstains were made in denim, lycra and cotton and forensic samples identical to 
those found at crime scenes were simulated. These blood samples were simultaneously 
subject to several natural degradation processes, the samples were maintained under different 
environmental conditions - fresh water (well), inside a house, buried in three different types of 
soil (sand, marsh and clay) and at the soil surface in a forest in different seasons during a 
maximum period of two years. Washes of the bloodstains with detergent and bleach, were 
also carried out. Representative fragments of each sample were periodically collected and 
different DNA extraction methods were applied to extract DNA (Chelex®, QIAamp DNA 
Investigator, DNA IQ™ System). All extracted samples were quantified with Quantifiler™ 
Human DNA Quantification (AB). Samples with an average amount of DNA between 0,01 and 
0,09ng/l were amplified with AmpFℓSTR® MiniFiler™ (AB) and samples with more than 
0,09ng/l were amplified with AmpFℓSTR® Identifiler™ (AB) or AmpFℓSTR® Identifiler Plus™ 
(AB). The amplified fragments were then separated in 3130 and 3500 Genetic Analyzers (AB) 
and the respective genetic profiles obtained. 
DNA extraction with QIAamp DNA Investigator kit allowed the recovery of a higher 
quality and quantity of DNA in most samples subjected to the various environments and 
conditions, as compared with other extraction methods. For the samples buried in sandy soil 
for 3 months during summer season, the Chelex extraction followed by Microcon®/Amicon® 
and NaOH purification, enabled the recovery of enough amount of DNA for amplification with 
AmpFℓSTR® MiniFiler™ amplification kit and the achievement of a complete genetic profile. 
The blood samples on cotton fabric and the AmpFℓSTR® MiniFiler™ amplification kit allowed 
the obtainment of complete genetic profiles of samples subjected to the various adverse 
conditions for the longest periods. 
The marshy soil, the fresh water (well) and the bleach treatment were the 
environments that led to a faster degradation of the DNA present in the different samples, 
while the house environment enabled the preservation of the DNA for longer periods, allowing 
the obtainment of a complete genetic identification of the majority of the samples. The 
QIAamp DNA Investigator extraction kit showed to be the most versatile extraction method 
and effective in removing the various types of PCR inhibitors from the generality of the 
samples. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. Introdução
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Introdução  
 
O estudo e conhecimento do ácido desoxirribonucleico (ADN) têm revelado 
particularidades com grande aplicabilidade na genética forense.  
 
Desde meados da década de 80 do século XX, que a análise do ADN se tem tornado 
indispensável na identificação individual em múltiplos casos de investigação criminal ou de 
identificação de vítimas de acidentes, na avaliação da relação de parentesco entre indivíduos 
ou na comparação de amostras colhidas em locais de crime e suspeitos, uma vez que o ADN é 
exclusivo de cada indivíduo, à exceção dos gémeos monozigóticos (Jeffreys et al., 1985).  
 
O primeiro método para a identificação genética individual, conhecido também por DNA 
fingerprinting, foi descrito em 1985 por Alec Jeffreys. Foram denominadas Variable Number 
Tandem Repeat (VNTRs) a determinadas regiões do ADN não codificante que contêm 
sequências que se repetem sucessivamente e que se encontram organizadas de diferentes 
formas em indivíduos diferentes. O método de análise utilizado para estudar os VNTRs ficou 
conhecido por Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), tendo sido assim 
denominado uma vez que recorria ao uso de enzimas de restrição para clivar as regiões de 
ADN que circundavam as regiões de repetição, cujos resultados se apresentavam na forma de 
bandas (Jeffreys et al., 1985). 
 
A identificação genética de uma amostra biológica de um indivíduo compreende o 
estudo de um conjunto de características hereditárias, detetáveis em qualquer amostra 
biológica do mesmo, as quais são idênticas nos diferentes tecidos. Constituem exceções a esta 
regra, a presença de quimerismo num indivíduo, o qual se caracteriza por possuir duas ou mais 
linhagens celulares diferentes, que podem ter sido resultantes de um transplante medular, 
transfusão sanguínea ou ter sido adquirido durante o desenvolvimento embrionário.  
 
O estudo destas características ou marcadores genéticos compreende a determinação 
do genótipo, o qual, no caso dos marcadores autossómicos, é constituído normalmente por 
dois alelos (que podem ser iguais ou diferentes). Cada um destes alelos é herdado de um dos 
progenitores e transmitidos à geração descendente de acordo com as Leis de Mendel. O perfil 
genético de uma amostra de ADN contempla o conjunto de todos os genótipos de todos os 
marcadores analisados. 
 
 
1.1. Identificação Genética  
 
1.1.1. Marcadores genéticos mais usados em Genética Forense 
  
Cerca de 99,7% do genoma humano é igual de indivíduo para indivíduo, sendo apenas 
uma pequena fração do ADN - 0,3% que permite distinguir cada pessoa. 
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O ADN nuclear é composto por duas regiões, a região codificante e a região não 
codificante. A primeira é a que determina a expressão de proteínas, sendo bastante 
importante na área da clínica médica mas, uma vez que é pouco polimórfica, tem pouca 
utilidade no âmbito da medicina legal. A segunda, a região não codificante, contém sequências 
repetitivas de ADN muito polimórficas que são utilizadas para a identificação genética humana. 
As sequências repetitivas de ADN têm designações diferentes consoante o número de 
pares de bases (pb) que as constituem. São denominadas de minissatélites quando compostas 
por 8 a 100 pb e microssatélites (STRs) quando compostas por 2 a 7 pb (Butler, 2005). 
A posição de um gene ou marcador de ADN num cromossoma é designada locus. Cada 
locus de cromossomas homólogos caracteriza-se por poder conter formas alternativas de um 
marcador de ADN, denominadas de alelos. O genótipo de um marcador autossómico é 
definido pelos alelos presentes num determinado locus de cromossomas homólogos, sendo 
este constituído normalmente por dois alelos. Quando estes dois alelos de um mesmo locus 
são iguais designa-se por homozigótico e quando são diferentes por heterozigótico. 
A coexistência de formas distintas de um gene ou de uma sequência de ADN de 
interesse forense numa população é designada de polimorfismo genético quando a frequência 
do alelo mais comum de um determinado locus existe na população com uma frequência 
menor do que 99%.  
 Os polimorfismos de ADN dividem-se em 1) polimorfismos de sequência (ex. SNPs), que 
resultam da alteração de uma única base nucleotídica e 2) polimorfismos de comprimento (ex. 
STRs), que se definem como repetições em tandem, de uma determinada sequência de 
nucleótidos, podendo variar no número de repetições. Estes últimos polimorfismos são os 
mais utilizados na identificação genética individual, uma vez que têm um elevado poder de 
discriminação individual.  
A tipagem do perfil genético de ADN de um indivíduo consiste na determinação do 
genótipo de vários loci de ADN. 
Existem vários tipos de marcadores genéticos que podem ser caracterizados no ADN 
nuclear (podendo ser autossómicos ou sexuais) e no ADN mitocondrial. Os marcadores 
genéticos autossómicos são individualizantes, uma vez que são específicos de um indivíduo, 
por sofrerem recombinação, enquanto que os marcadores do cromossoma Y e do ADN 
mitocondrial são marcadores de linhagem, uma vez que são transmitidos por um dos 
ascendentes. O ADN mitocondrial é herdado via materna e o cromossoma Y é herdado por via 
paterna. 
 
1.1.1.1. Short Tandem Repeats (STR) 
 
As sequências repetitivas de ADN são denominadas de Short Tandem Repeats (STR) 
quando o tamanho da unidade de repetição varia entre 2 a 7 pb.  
As sequências de repetição dos STRs são designadas consoante o tamanho da unidade 
de repetição. Os STRs dinucleotídicos são constituídos por dois nucleóticos que se repetem 
sequencialmente; os STRs trinucleotídicos são constituídos por 3 nucleótidos na unidade de 
repetição. Os STRs constituídos por uma unidade de repetição com 4 nucleótidos são os mais 
utilizados para a identificação humana, dado que em comparação com os dinucleótidos e os 
trinucleótidos: a) são mais polimórficos, isto é, têm um maior número de variações alélicas 
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possíveis; b) sofrem menos produtos stutter, que surgem devido a um deslizamento da enzima 
ADN polimerase durante a amplificação do ADN molde (PCR), resultando normalmente num 
alelo com menos uma unidade de repetição do que o alelo principal; c) têm capacidade de 
gerar produtos de PCR de tamanho reduzido, o que permite analisar amostras degradadas 
(Butler, 2009). A constituição dos STRs, além de variar no tamanho da unidade de repetição e 
no número de vezes que esta se repete, varia também no padrão da unidade de repetição. 
Este padrão pode ser simples, no qual a unidade de repetição tem sempre a mesma sequência 
e tamanho (ex. GATA); composto, no qual a unidade de repetição contém duas ou mais 
unidades diferentes de repetição com comprimento variável (ex. CTTT/TTCC) ou complexo, 
que pode conter várias unidades de repetição de comprimento variável (ex. TCTA/TCTG) 
(Tabela 1).  
O número de vezes que a unidade de repetição se repete origina formas alternativas 
de alelos. Os alelos são representados por números que indicam o número de vezes que uma 
unidade de repetição completa se repete, ou seja, se uma unidade de repetição se repete 9 
vezes, trata-se do alelo 9. Existem também alelos intermédios, que são alelos representados 
por um número seguido de um ponto decimal e um algarismo. O algarismo que se segue ao 
ponto representa o número de nucleótidos presentes numa unidade de repetição incompleta 
(exemplo - alelo 9.3 no marcador TH01; a unidade de repetição de 4 nucleótidos está repetida 
9 vezes seguida de uma unidade de repetição incompleta com apenas 3 desses 4 nucleótidos). 
O estudo de STRs tem múltiplas vantagens, nomeadamente: 1) exige pequenas 
quantidades de ADN (0,1 – 1ng); 2) tem um elevado poder discriminatório entre indivíduos; 3) 
tem baixa taxa de mutação; 4) apresenta resultados de fácil interpretação e comparação (Gill P 
Fau - Fereday et al., 2006, Pinheiro, 2008). 
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Tabela 1 - Características de vários STRs autossómicos utilizados na identificação genética humana 
forense. 
Locus Posição no cromossoma 
Unidade de 
repetição 
Intervalo de 
alelos 
Referência 
D8S1179 Cromossoma 8 (125.976 Mb) 
Composta 
TCTA/TCTG 
7 – 20 C.H.L.C. GATA7G07.37564 (C.H.L.C.) 
D21S11 Cromossoma 21 (19.476 Mb) 
Complexa 
TCTA/TCTG 
12 – 41.2 (Sharma and Litt, 1992) 
D7S820 Cromossoma 7 (83.433 Mb) 
Simples 
GATA 
5 – 16 C.H.L.C. GATA3F01.511 (C.H.L.C.) 
CSF1PO Cromossoma 5 (149.436 Mb) 
Simples 
TAGA 
5 – 16 (Hammond et al., 1994) 
D3S1358 Cromossoma 3 (45.557 Mb) 
Composta 
TCTG/TCTA 
8 – 21 (Li et al., 1993) 
TH01 Cromossoma (11 2.149 Mb) 
Simples 
TCAT 
3 – 14 (Polymeropoulos et al., 1991) 
D13S317 Cromossoma 13 (81.620 Mb) 
Simples 
TATC 
5 – 16 
C.H.L.C.GATA7G10.415 
(Center)(Center)(Center)(C.H.L.C.)(C.H.L.C.)(C.H.L.C.) 
D16S539 Cromossoma 16 (84.944 Mb) 
Simples 
GATA 
5 – 16 C.H.L.C. GATA11C06.715 (C.H.L.C.) 
D2S1338 Cromossoma 2 (218.705 Mb) 
Composta 
TGCC/TTCC 
15 – 28 C.H.L.C. GGAA3A09.31762 (C.H.L.C.) 
D19S433 Cromossoma 19 (35.109 Mb) 
Composta 
AAGG/TAGG 
9 – 17.2 C.H.L.C. GCAA2A03.135 (C.H.L.C.) 
vWA Cromossoma 12 (5.963 Mb) 
Composta 
TCTG/TCTA 
10 – 25 (Kimpton et al., 1992) 
TPOX Cromossoma 2 (1.472 Mb) 
Simples 
GAAT 
4 – 16 (Anker et al., 1992) 
D18S51 Cromossoma 18 (59.100 Mb) 
Simples 
AGAA 
7 – 40 (Straub et al., 1993) 
D5S818 Cromossoma 5 (123.139 Mb) 
Simples 
AGAT 
7 – 18 C.H.L.C. GATA3F03.512 (C.H.L.C.) 
FGA Cromossoma 4 (155.866 Mb) 
Composta 
CTTT/TTCC 
12.2 – 51.2 (Mills et al., 1992) 
D10S1248 Cromossoma 10 (131.093 Mb) 
Simples 
GGAA 
7– 19 C.H.L.C. G00-366-431 (C.H.L.C.) 
D22S1045 Cromossoma 22 (37.536 Mb) 
Simples 
ATT 
7– 20 C.H.L.C. ATA37D06.40596 (C.H.L.C.) 
D2S441 Cromossoma 2 (68.239 Mb) 
Composta 
TCTA/TCAA 
8– 17 C.H.L.C. GATA8F03.505 (C.H.L.C.) 
D1S1656 Cromossoma 1 (230.905 Mb) 
Composta 
TAGA 
8– 20.3 C.H.L.C.GATA44E05.40831 (C.H.L.C.) 
D12S391 Cromossoma 12 (12.450 Mb) 
Composta 
AGAT/AGAC 
13 – 27.2 C.H.L.C. GATA11H08.731 (C.H.L.C.) 
SE33 Cromossoma 6 (89.043 Mb) 
Simples 
AAAG 
4.2 – 37 (Polymeropoulos et al., 1992) 
Adaptada de Butler 2005 
 
Os quatro marcadores com maior tamanho do produto de PCR são o CSF1PO, D2S1338, 
D18S51 e o FGA enquanto o D8S1179, D3S21358, D19S433 são os loci com tamanho mais 
reduzido. Os três marcadores mais polimórficos são FGA (80 alelos possíveis), D18S51 (51 
alelos possíveis) e D21S11 (82 alelos possíveis), enquanto o TPOX mostra ser o menos 
polimórfico (apenas 15 alelos possíveis) (Butler, 2009). 
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1.1.1.2. MiniSTR 
 
A amplificação de amostras degradadas ou com inibidores podem originar a obtenção 
de um perfil genético parcial ou inexistente. Normalmente, são os marcadores de maior 
tamanho (ex. D18S51 e FGA) os primeiros a não amplificar com sucesso.  
De forma a ultrapassar os efeitos da degradação e inibição, o tamanho dos fragmentos 
dos STRs produzidos durante a PCR foi reduzido através da aproximação do local de ligação 
dos primers ao marcador. Estes marcadores foram designados por miniSTRs (Butler et al., 
2003).  
A amplificação de STRs é normalmente realizada com recurso a primers que são 
complementares a uma região com uma determinada distância ao início e final do marcador 
enquanto que a amplificação de miniSTRs recorre a primers que são complementares a uma 
região mais próxima do início e fim do marcador, reduzindo o tamanho dos produtos de PCR 
entre 25 a 299 pares de bases (pb) relativamente ao seu tamanho original (Tabela 2).  
A maior desvantagem da análise de miniSTRs reflete-se na amplificação de um número 
mais reduzido de marcadores genéticos em simultâneo, devido à proximidade de tamanho dos 
diferentes produtos de PCR, em geral entre 70 pb e 283 pb (Butler, 2009). 
Amostras muito degradadas ou com um número reduzido de moléculas de ADN 
presentes, ao serem amplificadas usando miniSTRs podem originar perfis completos, enquanto 
que, com uma amplificação de STRs o perfil poderá ser parcial ou até mesmo não apresentar 
qualquer resultado. Uma amostra degradada, com inibidores ou com quantidade exígua de 
material genético, pode também sofrer a não amplificação de um alelo de um marcador 
quando amplificada para STRs, podendo induzir em erro caso o marcador seja heterozigótico, 
dando origem a um falso homozigótico. A amplificação de miniSTRs nesta amostra reduz a 
probabilidade de perda alélica (Butler et al., 2003). 
Em amostras degradadas, o sucesso da amplificação de um marcador é inversamente 
proporcional ao tamanho do mesmo, isto é, quanto maior for o locus a amplificar, menor é a 
taxa de sucesso da mesma. Os loci com fragmentos maiores, como o D18S51, FGA e CSF1PO 
são os primeiros a sofrer perda alélica, na amplificação de amostras muito degradadas 
(Alaeddini et al., 2010). 
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Tabela 2 - Características dos fragmentos de miniSTRs e redução do tamanho do fragmento 
relativamente ao STR. 
Locus 
Tamanho do fragmento 
miniSTR (pb) 
Intervalo de 
alelos 
Redução de 
tamanho (pb) 
TH01 51 – 98 3-14 -105 
TPOX 65-101 5-14 -148 
CSF1PO 89-129 6-16 -191 
vWA 88-148 10-15 -64 
D8S1179 125-281 12.2-51.2 -71 
D21S11 153-211 24-38.2 -33 
D3S1358 72-120 8-20 -25 
D13S317 88-132 5-16 -105 
D16S539 81-121 5-15 -152 
D18S51 113-193 7-27 -151 
D2S1338 90-142 15-28 -198 
FGA 125-281 12.2-51.2 -71 
D7S820 136-176 5-15 -117 
D5S818 81-117 7-16 -53 
Adaptada de Butler (2005) 
 
 
1.2. Determinação do Perfil Genético 
 
Para a análise de uma amostra biológica são necessários vários procedimentos até à 
obtenção do seu perfil genético. Esta análise inicia-se com a extração do ADN da amostra, na 
qual ocorre a libertação das moléculas de ADN das células. De seguida, procede-se à 
quantificação do ADN, amplificação da região de interesse que permite o aumento do número 
de moléculas de ADN e a posterior determinação, por eletroforese, do genótipo para os 
marcadores genéticos analisados que constituem o respetivo perfil genético (Willard et al., 
1998).  
 
1.2.1. Extração de ADN 
 
A extração é a primeira fase na análise de uma amostra biológica. O procedimento mais 
adequado a adotar no isolamento e extração do ADN de amostras forenses varia consoante o 
tipo de amostra biológica, o suporte onde se encontra e as condições a que esteve sujeita. A 
morosidade das técnicas, a incapacidade de remoção de inibidores, assim como os inúmeros 
passos e as múltiplas transferências de tubos, propícia o aumento da possibilidade de 
 9 
contaminação por ADN exógeno e a perda de material, constituindo limitações dos diversos 
protocolos de extração desenvolvidos pela comunidade forense. 
A extração orgânica (fenol-clorofórmio-álcool isoamílico) foi, durante muitos anos, a 
técnica de eleição. Este método é eficiente na remoção de inibidores mas menos eficaz em 
termos de quantidade de ADN extraído/recuperado. Uma outra técnica, baseada no uso de 
uma resina quelante de catiões, o Chelex, permite obter uma quantidade razoável de ADN, de 
um modo simples, rápido, económico e sem recurso a reagentes tóxicos. Porém é menos 
eficaz no que respeita à remoção de vários inibidores (Walsh et al., 1991, Lahiri et al., 1992, 
Greenspoon et al., 1998, Bar et al., 1988).  
O processo de extração é o passo mais crítico na análise de uma amostra forense. É 
durante esta fase que se isolam as moléculas de ADN de todos os restantes componentes das 
células, como proteínas e outros materiais celulares, assim como dos inibidores presentes na 
amostra. O processo de extração divide-se geralmente em três fases: 1) lise celular, libertando 
o ADN para o meio; 2) separação do ADN dos restantes componentes celulares e 3) isolamento 
do ADN para posterior amplificação. Este processo deve ser eficaz a fornecer uma solução 
estável de ADN de elevada qualidade, de modo a poder ser analisado (Butler, 2005). 
Um bom procedimento de extração de ADN não deve pressupor o uso de produtos 
tóxicos e deve permitir a obtenção rápida e económica de elevada quantidade de ADN 
purificado, a partir de diversos tipos de amostras. Não existe, no entanto, nenhum protocolo 
de extração de ADN que preencha todos estes requisitos.  
Nos últimos anos têm sido desenvolvidos diversos kits comerciais para a extração de 
ADN de amostras forenses. Estes kits são baseados na extração de ADN com recurso a uma 
fase sólida, que permite a sua purificação. Pode recorrer-se a uma coluna ou a partículas 
magnéticas às quais se liga o ADN por alteração do pH do meio, permitindo a eliminação de 
inibidores. Estes kits comercializados por diferentes casas comerciais têm inúmeras vantagens 
relativamente aos métodos mais tradicionais. São kits que concentram e purificam uma 
amostra de ADN, removendo grande parte dos inibidores mais comuns, permitindo a obtenção 
de um perfil genético completo com uma menor quantidade de amostra. Outra vantagem 
reside na possibilidade de conservação do produto extraído durante mais tempo, uma vez que 
as nucleases e os cofatores (p.ex. iões metálicos) necessários à sua ação são removidos 
durante o processo de extração do ADN. As maiores desvantagens são o reduzido volume final 
de produto extraído, a morosidade da técnica e o elevado custo por amostra.  
 
1.2.2. Quantificação do ADN extraído 
 
A quantidade e qualidade de ADN extraído devem ser determinadas antes de se 
proceder à sua amplificação, de modo a obter-se um perfil genético completo.  
Existem diversas metodologias que permitem quantificar ADN, nomeadamente a 
espectrofotometria, fluorometria, PCR em tempo real, no entanto, poucos são os métodos 
específicos para ADN humano.  
 
A quantificação por PCR em tempo real permite avaliar a qualidade e quantidade do 
ADN extraído amplificável, isto é, determinar a quantidade de moléculas de ADN molde que se 
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encontram intactas, permitindo a ligação dos primers e consequentemente a sua amplificação 
(Swango et al., 2006). 
Uma das técnicas utilizadas na PCR em tempo real baseia-se na química TaqMan® que 
recorre à amplificação de uma sequência específica do ADN com primers específicos e uma 
sonda marcada. Como exemplo da aplicação desta química, no Quantifiler™ Human DNA 
Quantification (AB), a sequência amplificada encontra-se no gene da transcriptase reversa da 
telomerase humana (TERTh) que se localiza na região não codificante do cromossoma 5 e tem 
62 pares de bases de comprimento. A sonda tem um fluorocromo numa das extremidades e 
um quencher (molécula que absorve a energia emitida pelo fluorocromo) na outra. Enquanto a 
sonda se mantiver intacta em solução ou acoplada à região alvo, o quencher encontra-se 
próximo do fluorocromo. Assim, a energia do fluorocromo excitado é transferida para o 
quencher, impedindo a emissão de fluorescência. Na presença de ADN amplificável, a sonda 
hibridiza a sequência complementar do ADN alvo, localizada entre as regiões de acoplamento 
dos primers, e, na presença de Taq ADN Polimerase o ADN é amplificado (Figura 1). A Taq ADN 
Polimerase, além de atividade de polimerase, tem igualmente atividade de exonuclease. 
Durante a polimerização, a enzima degrada a sonda e promove o afastamento entre o 
quencher e o fluorocromo, permitindo que este emita fluorescência ao ser excitado por um 
laser. A fluorescência emitida é proporcional à quantidade de ADN presente na amostra.  
 
 
 
Figura 1. Esquema representativo da quantificação com Quantifiler™ Human DNA Quantification. 
(Asuragen, 2010) 
 
A fluorescência é detetada e medida por um sistema ótico, sendo analisado por um 
software específico. A fluorescência produzida à medida que o produto é amplificado é 
registada (Figura 2). 
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Figura 2. Gráfico representativo da quantificação por PCR em tempo real, que tem como variáveis, a 
fluorescência e o número de ciclos, que permite monitorizar em tempo real, a eficiência da reação de 
amplificação (Abbott, 2010). 
A fase inicial da PCR em tempo real representa os ciclos iniciais de amplificação que são caracterizados 
por pequenos aumentos do sinal de fluorescência. Assim que a fluorescência emitida pelo produto 
amplificado ultrapassa o limite de deteção, inicia-se a fase exponencial. O ponto CT (cycle threshold) 
indica o número de ciclos a partir do qual a fluorescência atinge o valor definido como limiar analítico 
(threshold). É neste momento que o produto amplificado é quantificado. A fase linear é a fase em que a 
amplificação diminui ligeiramente devido à diminuição da concentração de um ou mais componentes 
necessários à PCR. A fase final da amplificação é a fase de plateau, onde não há acumulação de mais 
produtos, atingindo-se o fim da otimização da técnica (Butler, 2012). 
 
 
A quantificação do produto amplificado é realizada através da comparação com uma 
curva padrão que correlaciona a intensidade do sinal de fluorescência gerado durante os ciclos 
de amplificação, com concentrações conhecidas de uma sequência idêntica à que se pretende 
quantificar. 
 
A presença de um controlo interno da PCR (IPC) permite verificar a eficiência: da Taq 
DNA Polimerase; da química dos diferentes componentes da mistura; do funcionamento 
correto do instrumento; e verificar a presença de inibidores co-extraídos durante a extração. 
 
A PCR em tempo real apresenta inúmeras vantagens relativamente a outras técnicas de 
quantificação, porém tem algumas desvantagens. Como vantagens destacam-se a amplificação 
e quantificação: 1) de pequenas quantidades de ADN; 2) de ADN degradado em pequenos 
fragmentos com apenas algumas centenas de pares de bases (pb); 3) específica para ADN 
humano, não amplificando nem quantificando ADN de fungos e bactérias. Referem-se como 
desvantagens a não amplificação/quantificação do ADN alvo: 1) na presença de inibidores da 
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PCR; 2) devido a uma alteração na região de ligação dos primers da PCR no ADN alvo; 3) na 
presença de ADN muito degradado ou em quantidade insuficiente (Swango et al., 2006). 
A determinação da quantidade de ADN numa amostra é essencial, uma vez que a 
amplificação do ADN necessita de uma quantidade ótima de ADN para se obter um perfil 
genético completo. A amplificação com quantidade de ADN elevada origina alelos partidos e 
difíceis de interpretar (Figura 3a) e amostras com um número reduzido de moléculas de ADN 
(Low template ADN - LT-DNA) origina o desaparecimento de alelos (alelo drop-out), isto é, 
alelos que não amplificaram devido a efeitos estocásticos (Figura 3b). 
Se a amostra não contiver a quantidade de ADN ideal (Figura 3c) para a amplificação, 
esta quantidade deve ser ajustada, antes de ser amplificada. Caso a amostra tenha quantidade 
superior à necessária então a amostra deverá ser diluída; caso a amostra tenha quantidade de 
ADN inferior à ideal, quando possível, deverá ser concentrada. 
 
 
 
Figura 3. Ilustração do resultado da amplificação de um marcador heterozigótico, na presença de: a) 
amostra com muito ADN; b) amostra com pouco ADN; c) amostra com quantidade de ADN ideal. 
Adaptada de Butler (2005) 
 
1.2.3. Amplificação de ADN 
 
A reação de amplificação em cadeia pela Polimerase (PCR – Polymerase Chain Reaction) 
é um processo enzimático no qual uma região específica do ADN (sequência repetitiva de ADN) 
é replicada inúmeras vezes dando origem a várias cópias dessa região.  
O processo de amplificação envolve ciclos de aquecimento e arrefecimento, durante os 
quais uma cópia dessa região é duplicada. Estes ciclos pressupõem: 1) uma fase de aumento 
de temperatura até ± 94ºC que permite a separação das duas cadeias de ADN molde, fase de 
desnaturação; 2) o arrefecimento até aos ± 60ºC para os primers se ligarem às cadeias molde, 
etapa de annealing e 3) um novo aquecimento até ± 72ºC para que a Taq polimerase adicione 
desoxinucleótidos trifosfatados (dNTPs) aos primers promovendo a extensão da cadeia de ADN 
– fase da extensão (Figuras 4 e 5) (Butler, 2005). 
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Figura 4. Esquema representativo do ciclo de PCR (Livermore, 2009). 
 
 
A reação de PCR envolve 1) um conjunto de primers (sequências de ADN que 
reconhecem a zona a amplificar (região alvo)) que são complementares ao ADN molde e que 
hibridizam antes e depois dessa região; 2) o ADN molde que se pretende amplificar; 3) 
desoxinucleótidos trifosfatados (dNTPs); 4) magnésio para ativar a ADN polimerase; 5) Taq 
polimerase, enzima responsável pela adição de nucleótidos. A reação da PCR pode ser feita 
para uma só região alvo ou para várias regiões alvo simultaneamente, designando-se por 
reação de PCR em multiplex.   
 
 
 
Figura 5. Esquema representativo da reação de PCR (Hashiyada, 2011). 
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1.2.4. Separação dos fragmentos amplificados 
 
Os STRs resultantes da amplificação são separados pelo tamanho, por eletroforese 
capilar, sob ação de um campo elétrico, num sequenciador automático. Os grupos fosfato do 
ADN que estão carregados negativamente numa solução tampão migram em direção ao polo 
positivo (ânodo). Quanto maior for o campo elétrico maior é a força sentida pelas moléculas 
de ADN e mais rapidamente ocorre a separação dos fragmentos. Os fragmentos mais 
pequenos são os primeiros a migrar e a serem detetados (Figura 6). 
Os fluorocromos dos primers utilizados na amplificação são excitados por um laser e um 
detetor de fluorescência quantifica o sinal captado. Através de um software apropriado e por 
comparação com um standard interno (conjunto de fragmentos de ADN, com número de pares 
de bases conhecido e marcados com um fluorocromo), o sinal é “convertido” em número de 
pares de bases, que, por sua vez, é comparado com um LADDER alélico (mistura artificial de 
alelos comuns presentes na população humana para os diferentes STRs), atribuindo assim os 
respetivos alelos a cada marcador.  
Os resultados obtidos constituem o perfil genético da amostra que se define como 
sendo o conjunto de características hereditárias de um indivíduo para um determinado 
número de marcadores genéticos que pode ser detetada em qualquer amostra biológica desse 
mesmo indivíduo. 
 
 
 
Figura 6. Esquema representativo da eletroforese capilar e deteção dos produtos de amplificação. 
Adaptado de Butler (2012) 
 
 15 
1.3. Fatores que interferem com a identificação genética  
 
Fatores como a degradação e a quantidade de ADN, bem como a presença de inibidores, 
comprometem a amplificação dos marcadores genéticos da amostra forense e, 
consequentemente, a obtenção do respetivo perfil genético completo. 
 
1.3.1. Degradação do ADN 
 
O ADN quando exposto ao meio ambiente sofre degradação. Esta degradação resulta de 
processos químicos e/ou enzimáticos (Lindahl, 1993) e depende de fatores como a humidade, 
variação de temperatura, constituição do solo e principalmente da presença de micro-
organismos. A molécula de ADN sofre clivagem hidrolítica das ligações glicosídicas das bases 
nucleotídicas e dano oxidativo, resultando na sua fragmentação. Caso esta ocorra na zona de 
ligação dos primers, a amplificação de um ou mais marcadores não ocorre, dificultando a 
obtenção do perfil genético e deste modo a identificação genética da amostra. 
A degradação de uma amostra é facilmente identificada pela diminuição da altura (RFU 
– unidades relativas de fluorescência) dos alelos à medida que se aumenta o tamanho dos 
marcadores ao longo de um eletroferograma, podendo chegar mesmo a não haver 
amplificação dos alelos destes marcadores. 
 
1.3.1.1. Constituição do solo 
 
As propriedades físicas, químicas e biológicas do solo, são fatores que influenciam de 
modo distinto a degradação do ADN. 
O solo é constituído por minerais, matéria orgânica, água, micro-organismos e outros 
organismos vivos. Diferentes percentagens dos componentes minerais e orgânicos originam 
distintos tipos de solo que são classificados essencialmente consoante o conteúdo em argila, 
areia e silte (Matos Fernandes, 2006, Gusmão Filho, 2002). 
Um solo argiloso é composto por partículas de tamanho entre 0,002 e 0,005mm. É um 
solo com elevada capacidade de aglutinação, muito compacto, viscoso, pouco arejado, que 
armazena muita água. Caracteriza-se por ser pouco permeável com excesso de carga elétrica 
negativa, o que permite reter catiões sendo, por isso, constituído por uma quantidade razoável 
de óxidos de alumínio, magnésio, ferro e sílica (Matos Fernandes, 2006, Gusmão Filho, 2002). 
Um solo arenoso é constituído por partículas de tamanho muito variado entre 0,05 e 
2mm. É um solo pouco compacto, os grãos de areia não têm coesão, é muito arejado, muito 
permeável e com baixa capacidade de retenção de água (Matos Fernandes, 2006, Gusmão 
Filho, 2002). 
Um solo siltoso tem partículas de tamanho entre 0,005 e 0,05mm. É um solo pouco 
coeso com características entre o solo argiloso e o arenoso (Matos Fernandes, 2006, Gusmão 
Filho, 2002). 
O ADN nuclear ao ser libertado para o meio envolvente, neste caso o solo, após autólise 
membranar das células pode: 1) ligar-se a minerais (areia e argila), a substâncias húmicas ou a 
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complexos organominerais; 2) ser degradado por DNases microbianas e usado como nutriente 
para o crescimento de plantas e micro-organismos; 3) ser incorporado no genoma bacteriano. 
A ligação aos minerais depende do pH do solo, que influencia a protonação do ADN. Em solos 
com pH superior a 5, o ADN encontra-se carregado negativamente, atraindo a ligação de 
catiões presentes. Estes catiões parecem ser os responsáveis por facilitarem a ligação do ADN 
a partículas do solo como minerais de argila e ácidos húmicos, igualmente carregadas 
negativamente (Levy-Booth et al., 2007, Romanowski et al., 1991). A pH inferior a 3, o ADN 
encontra-se protonado e mais moléculas de ADN se encontram ligadas aos ácidos húmicos, 
não necessitando da presença de catiões para promoverem esta ligação (Greaves and Wilson, 
1969). Deste modo, infere-se que à medida que o pH aumenta, aumenta também a repulsão 
eletrostática entre o ADN e os minerais do solo, sendo por isso necessário a presença de 
catiões para promoverem a ligação (Romanowski et al., 1991, Lorenz and Wackernagel, 1987). 
A variação na composição do solo e o pH do mesmo são fatores importantes na 
persistência do ADN neste ambiente, isto é, diferentes composições do solo irão influenciar de 
modo diferente a degradação do ADN.  
A ligação do ADN a partículas minerais, como os minerais de areia ou argila, substâncias 
húmicas (ácidos húmicos) e complexos organominerais, aumentam a resistência do ADN à 
degradação por nucleases dos micro-organismos (Lorenz and Wackernagel, 1987, Blum et al., 
1997, Levy-Booth et al., 2007). A matriz do solo pode proteger o ADN por: 1) ligação ao ADN 
protegendo-o diretamente da ação enzimática das nucleases, ou 2) ligação a DNases e 
nucleases, reduzindo assim o seu potencial enzimático. 
 A presença de minerais como o magnésio, manganésio, o zinco (Jiang et al., 2008) e o 
cálcio (Jiang et al., 2008) são fatores determinantes na degradação do ADN, uma vez que são 
cofatores das nucleases, as quais sem a presença destes não se encontram ativas (Melgar et 
al., 1968).  
 
1.3.1.2. Micro-organismos  
 
De entre os vários micro-organismos existentes, as bactérias e os fungos são os 
principais responsáveis pela degradação do ADN. No caso das bactérias, estas podem ser: 
aeróbicas, as quais necessitam de oxigénio para o seu crescimento e metabolismo (sendo mais 
frequentes em locais com boa oxigenação); microaeróbicas que se desenvolvem na presença 
de uma quantidade restrita e específica de oxigénio; anaeróbicas obrigatórias, as quais na 
presença de oxigénio não sobrevivem; anaeróbicas facultativas as quais podem ou não utilizar 
o oxigénio para o seu metabolismo; anaeróbicas aerotolerantes, que toleram a presença de 
oxigénio mas não o utilizam no seu metabolismo. Para os fungos, a classificação utilizada 
restringe-se a aeróbicos ou anaeróbicos (Lengeler et al., 2009, John B. Sullivan and Krieger, 
2001).  
O solo é considerado um reservatório de diversidade genética microbiana. Pensa-se que 
uma grama de solo conterá cerca de 10 biliões de micro-organismos e possivelmente mais de 
1000 espécies diferentes. Diferentes tipos de solo contêm diferentes espécies de micro-
organismos que influenciam de modo diferente a degradação do ADN, podendo em alguns ser 
mais acelerada do que noutros. Em solos com boa oxigenação e boa drenagem como é o caso 
do solo arenoso são mais frequentes as bactérias e fungos aeróbicos; nos solos compactos, 
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como são exemplos os solos argilosos e pantanosos, predominam os micro-organismos 
anaeróbicos (John B. Sullivan and Krieger, 2001).  
O carbono e o azoto são os nutrientes necessários ao desenvolvimento dos micro-
organismos. Solos arenosos, que são menos ricos nestes nutrientes, contêm uma menor 
quantidade de micro-organismos do que os solos mais ricos nestes nutrientes, como é o caso 
dos solos pantanosos e argilosos (Lakay et al., 2007, Zhou et al., 1996, John B. Sullivan and 
Krieger, 2001).  
Em relação aos micro-organismos noutros ambientes, destacam-se as bactérias e fungos 
aeróbicos, como os principais responsáveis pela degradação do ADN. 
A proliferação de micro-organismos está diretamente relacionada com a percentagem 
de humidade e variação da temperatura, que podem acelerar ou retardar a multiplicação dos 
mesmos e consequentemente aumentar ou diminuir a taxa de degradação do ADN. Quanto 
maior for a temperatura e humidade, maior é a taxa de degradação, uma vez que estes fatores 
promovem a proliferação microbiana, levando ao aumento do número de DNases, que 
consequentemente degradam o ADN (Blum et al., 1997).  
As DNases (ex. nucleases) libertadas pelos micro-organismos são o principal mecanismo 
responsável pela promoção da degradação de ADN extracelular, atuando sobre o ADN. São 
enzimas dependentes de cofatores como os iões divalentes cálcio, magnésio ou manganésio. 
As DNases reconhecem a ligação fosfodiester no ADN, hidrolisam-na, e levam à formação de 
oligonucleótidos com cerca de 400pb, podendo posteriormente clivá-los em mononucleótidos 
(Levy-Booth et al., 2007, Eun, 1996).  
 
1.3.2. Inibidores da amplificação de ADN 
 
A presença de inibidores da PCR é um outro fator que dificulta a análise de amostras 
biológicas, influenciando particularmente amostras degradadas ou com baixa quantidade de 
ADN. Um conjunto vasto de inibidores interfere com o estudo do ADN, sendo os que mais 
afetam a identificação forense, os seguintes: 1) os ácidos húmicos que são componentes do 
solo e se encontram normalmente em amostras que estiveram enterradas; 2) a hematina que 
se encontra nos glóbulos vermelhos e é constituída por ferro; 3) o índigo, que é uma tinta 
têxtil utilizada em certos tipos de tecido e que pode ser encontrada em produto de ADN 
extraído de manchas de ganga ou de outros tecidos com cor.  
Estes inibidores podem interferir com a amplificação de diversas formas: 1) ligando-se 
aos nucleótidos impedindo a replicação do ADN molde; 2) ligando-se ao ADN molde (ex. ácido 
húmicos) ou 3) inibindo a ação da ADN polimerase (enzima necessária à síntese de ADN 
durante o processo da PCR) por ligação de inibidores ao local de ação da polimerase (ex. 
índigo, hematina) (Opel et al., 2010). 
Para ultrapassar a presença de inibidores existem diversas soluções; a) diluição da 
amostra, que irá igualmente diluir a presença do inibidor; b) adição de uma maior quantidade 
de ADN polimerase, uma parte da polimerase irá ligar-se aos inibidores e outra irá atuar 
amplificando o ADN molde; c) adição de albumina do soro bovino (BSA) que minimiza a ação 
dos inibidores (Kreader, 1996, Comey et al., 1994); d) tratamento da amostra extraída com 
hidróxido de sódio que se liga ao inibidor inibindo a sua atuação sobre a polimerase (Bourke et 
al., 1999); e) purificação da amostra extraída em colunas com membranas porosas, por 
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exemplo Microcon® e Amicon®, que podem ter tamanhos variados, separando pela diferença 
de tamanhos, o ADN dos inibidores (Comey et al., 1994); f) extração com kits baseados em fase 
sólida, que permitem extrair ADN livre de inibidores. 
 
1.3.3. Luz ultravioleta (UV) 
 
A luz solar é composta por radiação eletromagnética que se divide em três tipos de 
radiação classificadas consoante o comprimento de onda: ultravioleta (UV) que varia entre os 
200 nanómetros (nm) e os 400nm, visível que varia entre os 400nm e os 700nm e 
infravermelha que se encontra a partir dos 700nm (Giacomoni, 2007).  
A luz UV subdivide-se em UVC (200-290nm), UVB (290-320nm) e UVA (320-400nm), 
variando o comprimento de onda de forma inversamente proporcional à energia transportada. 
Uma vez que os efeitos xenotóxicos da radiação UV dependem do seu comprimento de onda, 
o UVC é mais nocivo do que o UVB e este, é consequentemente mais nocivo do que o UVA 
(Giacomoni, 2007, Vincent T DeVita et al., 2008). 
Os comprimentos de onda correspondentes a UVC e UVB são os que são 
preferencialmente absorvidos pelos nucleótidos (260nm e 280nm). Os comprimentos de onda 
UVB e UVA não são totalmente filtrados pela camada do ozono, atingindo por isso a superfície 
terrestre, ao contrário dos comprimentos de onda dos UVC. Assim sendo, o UVB é o mais 
responsável pelas alterações estruturais verificadas no ADN (Vincent T DeVita et al., 2008). 
Estas alterações incluem: dano oxidativo, desnaturação, alterações nas bases nucleotídicas, 
destruição dos açúcares, formação de dímeros intra e intercadeias, entre outras (Hall and 
Ballantyne, 2004, Sinha and Hader, 2002). 
As alterações que ocorrem no ADN dependem também da composição do mesmo: por 
exemplo, a citosina absorve preferencialmente comprimentos de onda UV maiores do que a 
timina, assim dímeros de citosina serão preferencialmente formados na presença de UVB 
(Vincent T DeVita et al., 2008).  
Uma das modificações mais comuns que dificulta a identificação genética de uma 
amostra biológica é a formação de dímeros de timina adjacentes (intercadeia). Esta alteração 
impede que a ADN polimerase se ligue ao ADN template durante a fase de annealing da PCR e 
o amplifique (Cone and Fairfax, 1993). 
Num perfil genético de uma amostra biológica sujeita a radiação UV, os primeiros 
marcadores a apresentarem alterações são os de maior tamanho, que são os primeiros a 
sofrerem amplificação preferencial do alelo mais pequeno, em detrimento do maior, num 
mesmo marcador. À medida que o ADN vai sofrendo alterações, outros marcadores vão sendo 
sucessivamente afetados até não haver amplificação de qualquer marcador. 
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1.3.4. Artefactos da amplificação de ADN 
 
São vários os artefactos que podem dificultar a análise de um perfil genético de uma 
amostra com quantidade exígua de ADN. Essa dificuldade pode ser acrescida quando a 
amostra se encontra degradada ou na presença de inibidores. Estes artefactos podem estar 
relacionados com a) as metodologias e/ou equipamentos utilizados ou b) com a própria 
amostra. 
Ao recorrer a técnicas que permitam aumentar a sensibilidade de deteção de amostras 
biológicas com quantidade exígua de ADN, além de se aumentar a probabilidade da obtenção 
de um perfil genético completo, aumenta-se igualmente a possibilidade do aparecimento de 
artefactos que dificultam a interpretação do perfil genético obtido (Gill et al., 2000).  
Por exemplo, quando se trata de produtos stutter, estamos perante um artefacto 
relacionado com a própria amostra, com o primer utilizado ou com as condições da PCR 
utilizadas para a amplificação. No caso de picos extra que se encontrem fora do ladder, estes 
podem ser resultantes de uma deficiente calibração espectral ou estarem relacionados com os 
fluorocromos utilizados na amplificação. 
 
1.3.4.1. Stutter 
 
Designa-se por stutter ao artefacto que resulta de um deslizamento da ADN polimerase 
durante a fase de amplificação do ADN (Figura 7a), podendo promover a inserção (Figura 7b) 
ou deleção (Figura 7c) de uma unidade de repetição em alelos de um ou mais marcadores, 
resultando em cópias incompletas desses alelos. A cadeia molde forma um loop e a polimerase 
ao sintetizar a nova cadeia, leva, geralmente, à perda de uma unidade de repetição resultando 
num alelo com menos uma unidade de repetição do que o alelo principal, tendo normalmente 
um tamanho inferior a 15% do tamanho do alelo principal. Este artefacto dificulta a análise dos 
eletroferogramas de amostras amplificadas com um número de ciclos da PCR superior ao 
normal, uma vez que origina picos com um tamanho superior a 15% do tamanho (RFU) do 
alelo real, podendo ser confundidos com alelos.  
O número de stutters aumenta com o aumento do número de ciclos da PCR assim como 
com o aumento da quantidade de ADN molde durante a amplificação (Gill et al., 2000). 
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Figura 7. Esquema representativo da formação de produtos stutter. (O'Reilly, 2008, Butler, 2012)  
 
1.3.4.2. Picos extra  
 
Os picos de passagem de cor (pull up) podem resultar de uma deficiente calibração 
espectral ou incapacidade do software do sequenciador automático filtrar determinada cor 
(comprimento de onda) por excesso de fluorocromos, principalmente quando a quantidade de 
ADN amplificado de um ou mais alelos de um ou mais marcadores é muito elevada (Butler, 
2009). 
Picos de corrente elétrica podem originar falsos picos num eletroforegrama. Estes picos 
são diferentes de um alelo verdadeiro, uma vez que são mais estreitos e pontiagudos e 
normalmente aparecem na mesma posição e com igual intensidade nas “diferentes cores” 
(Butler, 2009). 
Os picos resultantes de fluorocromos que se desligaram dos correspondentes primers 
são mais facilmente visíveis no controlo negativo da PCR (Butler et al., 2003, Gill et al., 2000). 
Material contaminante de uma amostra de ADN que emita fluorescência entre 500 e 
600nm (alguns antibióticos, vitaminas, tintas para têxteis) pode ser detetado no 
eletroforegrama. Os picos produzidos são normalmente facilmente distinguidos dos picos 
produzidos por fluorocromos dos primers da PCR, uma vez que saem fora do espectro 
analisado (normalmente entre os 100nm e os 450nm) (Butler, 2009). 
 
 
1.3.4.3. Efeito estocástico  
 
Em amostras biológicas com baixa quantidade de ADN pode ocorrer amplificação 
desigual dos dois alelos do mesmo marcador (ficando os alelos desequilibrados), ou até 
mesmo ocorrer o desaparecimento de um dos alelos – alelo drop-out; a este efeito chama-se 
efeito estocástico. Este fenómeno deve-se ao facto de a amostra conter poucas moléculas de 
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ADN necessárias para serem hibridizadas pelos primers e iniciarem a reação de PCR, sendo um 
dos alelos preferencialmente amplificado em detrimento do outro durante os primeiros ciclos 
da PCR, observando-se um dos alelos com tamanho (RFU) superior a 60% do outro (Figura 8).  
Quando ocorre o fenómeno de alelo drop-out, pode levar à interpretação de que uma 
amostra heterozigótica para um marcador seja considerada erradamente homozigótica (Gill et 
al., 2000, Butler, 2012).  
 
 
 
Figura 8. Esquema representativo de possíveis resultados de amplificação de amostras biológicas com 
baixa quantidade de ADN. Adaptada de Butler (2012) 
 
1.3.4.4. Contaminações 
 
A contaminação de uma amostra biológica consiste na deposição acidental de ADN 
exógeno numa fase posterior à da sua produção. A probabilidade de deteção de ADN 
contaminante numa amostra com quantidade reduzida de ADN é maior do que no caso de 
uma amostra com bastante material. Esta deteção está diretamente relacionada com as 
proporções das diferentes fontes de ADN exógenas, fazendo com que determinadas 
contaminações sejam mais facilmente detetáveis do que outras. Se duas fontes de ADN 
estiverem presentes em proporções diferentes é mais fácil detetar e separar cada uma destas 
fontes.  
A contaminação de uma amostra de ADN colhida num local de crime pode ocorrer em 
diversas etapas do processo de investigação, isto é, durante a análise do local de crime pelos 
responsáveis da investigação, durante o acondicionamento, transporte e armazenamento da 
amostra ou, posteriormente, durante a análise da própria amostra. Os responsáveis pela 
análise laboratorial podem contaminá-la inadvertidamente: com o seu próprio material 
biológico; com outra amostra que se encontre simultaneamente em processamento ou por 
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outra já processada. Pode haver ainda contaminação ambiental no laboratório ou no local de 
crime e contaminação pelo material descartável utilizado no processamento das amostras (Gill 
and Kirkham, 2004). 
O crescente desenvolvimento das metodologias de análise de amostras com baixa 
quantidade de ADN tem levado ao aumento da sensibilidade de amplificação e deteção de 
quantidade exígua de ADN.  
A metodologia preferencialmente adotada pela comunidade forense é a que utiliza o 
aumento de ciclos da PCR (Findlay et al., 1997) que potencia a amplificação de ADN 
contaminante. Contudo, existem várias outras metodologias possíveis, como o nested-PCR 
(Strom and Rechitsky, 1998), a redução do volume da PCR e o aumento do tempo de injeção 
no capilar durante a análise no sequenciador (Budowle, 2001). 
Amostras criminais com quantidade exígua de ADN que originam perfis genéticos 
parciais são mais difíceis de interpretar quando têm associada uma ou mais fontes de ADN 
exógeno. O aparecimento de alelos extra resultantes de contaminações esporádicas é 
designado por alelo drop-in. Este fenómeno não é reprodutível e é mais facilmente detetado 
quando a mesma amostra é amplificada mais do que uma vez. Quanto mais marcadores forem 
analisados e quanto maior for a incidência de marcadores heterozigóticos, mais fácil se torna 
detetar a presença de ADN exógeno contaminante (Gill and Kirkham, 2004). 
Marcadores mais polimórficos permitem detetar mais facilmente os diferentes 
componentes de contaminação numa mistura (Butler, 2009).  
Existem várias recomendações para minimizar o risco de contaminações durante a 
manipulação das amostras, como é o caso da utilização de máscara, luvas e se possível, de 
batas descartáveis; a utilização de luz UV; a limitação do acesso ao local de análise e 
manipulação das amostras; a utilização material estéril e descartável e a utilização de 
controlos negativos (Gill and Kirkham, 2004). 
 
 
1.4. Low template DNA (LT-DNA)  
 
Amostras biológicas com quantidade de material genético inferior a 100pg de ADN, são 
também conhecidas por Low template DNA (LT-DNA) (Gill et al., 2000).  
Como já foi referido anteriormente, são diversos os fatores que podem contribuir para 
esta condição, não excluindo a possibilidade de a amostra depositada num local de crime já ser 
reduzida. A análise deste tipo de amostras requer um tratamento diferente relativamente a 
amostras com maior quantidade de ADN, podendo haver a necessidade de utilizar 
metodologias mais sensíveis, designadamente o aumento do número de ciclos da PCR, entre 
outras já referidas anteriormente (Gill et al., 2000). No entanto, poderá apresentar como 
desvantagem o aparecimento de inúmeros artefactos que dificultam essa análise, como: alelo 
drop-out; alelo drop-in; aumento de produtos stutter e alelos heterozigóticos não balanceados.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. Justificação e objetivos 
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Justificação e objetivos 
 
A identificação genética de amostras biológicas em diferentes suportes com quantidade 
exígua de ADN, muitas vezes sujeitas a condições adversas, incluindo a presença de inibidores, 
é um contínuo desafio. São diversas as condições adversas a que uma amostra pode ser 
sujeita. A luz ultravioleta, o calor, a degradação microbiana, são os fatores que mais interferem 
com a integridade do ADN e dificultam a análise de uma amostra biológica. 
O tipo de amostra biológica e o seu estado de conservação são fatores a ter em conta 
aquando da escolha do método de extração de ADN a utilizar. Apesar de existirem vários 
métodos para a extração de ADN, muitos apresentam limitações importantes como a 
morosidade da técnica, a incapacidade de remoção eficiente de inibidores da PCR, os inúmeros 
passos e as múltiplas transferências de tubos que aumentam a possibilidade de contaminação 
por ADN exógeno e de perda de ADN. A preocupação em encontrar-se um método de extração 
que permita recuperar ADN de qualidade para a sua identificação genética é uma constante. 
Diariamente surgem metodologias de extração cada vez mais eficazes na sua função. A escolha 
dos métodos de extração deste trabalho teve como base as técnicas mais utilizadas no Serviço 
de Genética e Biologia Forense da Delegação do Centro do Instituto Nacional de Medicina 
Legal e Ciências Forenses (SGBF-C) e na prática da genética forense. A extração orgânica com 
fenol-clorofórmio-álcool isoamílico, apesar de ter sido durante muitos anos a técnica de 
extração de referência na área forense, não foi selecionada para este trabalho, uma vez que foi 
testada em algumas amostras que estiveram enterradas em solo pantanoso e não 
proporcionou resultados satisfatórios quando comparada com outros métodos escolhidos. O 
método de extração com a resina quelante Chelex foi selecionado por se tratar da metodologia 
mais utilizada na rotina laboratorial, por ser rápida e com menos custos. O kit de extração DNA 
IQ System (Promega) foi escolhido por recorrer a partículas magnéticas, uma tecnologia de 
extração relativamente recente. O kit de extração QIAamp DNA Investigator  (QIAGEN) foi 
selecionado por se tratar de um método alternativo que se baseia na adsorção seletiva do ADN 
a partículas de sílica que estão presentes sob a forma de membranas em colunas, sendo que 
os contaminantes são retirados ao passar através dessa membrana. Este kit proporcionou os 
melhores resultados durante uma primeira fase de seleção dos métodos de extração.  
De entre os vários marcadores genéticos possíveis de serem estudados, os STRs 
autossómicos foram os escolhidos por: tratar-se de marcadores muito abundantes no genoma 
humano; necessitarem de uma reduzida quantidade de ADN para se obter um perfil genético 
completo; serem altamente polimórficos, possibilitando por isso um elevado poder de 
discriminação entre indivíduos e, principalmente, por serem os marcadores genéticos mais 
usados em genética forense. 
Para a realização deste estudo foram escolhidos 3 tecidos diferentes, a ganga, a licra e o 
algodão, uma vez que são os tecidos que mais frequentemente aparecem em casos de perícia 
criminal no SGBF-C. Após a realização de manchas de sangue nos diferentes suportes, estes 
foram colocados em diferentes locais terrestres e aquáticos (enterradas em solo argiloso, 
arenoso e pantanoso, colocadas à superfície do solo de um bosque, dentro de uma habitação, 
num poço) com o intuito de promover a degradação do ADN das amostras biológicas. Algumas 
manchas foram ainda sujeitas a lavagens com detergente e lixívia. Estes ambientes foram 
escolhidos tendo em conta os diversos locais de crime onde frequentemente são encontradas 
amostras biológicas. 
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A produção de um “stock” de amostras sujeitas a condições idênticas às encontradas em 
casos de criminalística, possibilita a otimização de protocolos já existentes e uma orientação 
na metodologia a seguir na presença de amostras limite. A experiência ganha com este 
trabalho ajuda ainda na interpretação de resultados obtidos em casos de perícia criminal. 
 
 
Objetivo Geral 
 
Comparar a eficiência de diversos métodos de extração de ADN e aperfeiçoar protocolos 
de extração já existentes para que melhor se adaptem a amostras forenses muito degradadas, 
sujeitas a ambientes hostis e na presença de inibidores.  
 
 
Objetivos Específicos 
 
1. Estudar o padrão de degradação do ADN de amostras biológicas (sangue) consoante o 
material de suporte, ambiente e tempo de exposição.  
 
1.1. Determinar qual o material de suporte (ganga, licra e algodão) que proporciona 
melhores resultados na determinação de um perfil genético completo; 
 
1.2. Determinar qual o ambiente que propicia uma maior degradação do ADN ao longo 
do tempo e qual o que melhor conserva o ADN (solos argiloso, arenoso e 
pantanoso; habitação; superfície do solo de um bosque; poço e lavagem com 
detergente ou lixívia). 
 
2. Sistematização do método de estudo mais indicado, a cada ambiente, possibilitando a 
redução do esforço humano, tempo e custos, bem como a obtenção de ADN analisável 
em situações limite que de outro modo não revelem material genético para identificação. 
 
2.1. Determinar qual o método de extração de ADN mais eficaz (QIAamp DNA 
Investigator (QIAGEN), DNA IQ System (Promega) ou Chelex) para cada um dos 
suportes e ambientes a que as amostras estiveram sujeitas (solos argiloso, arenoso 
e pantanoso; habitação; superfície do solo de um bosque; poço e lavagem com 
detergente ou lixívia); 
 
2.2. Otimizar protocolos de extração e purificação, de modo a aumentar a 
rentabilidade dos procedimentos no sentido de se obter uma maior quantidade de 
ADN e grau de pureza.  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. Materiais e Métodos 
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Materiais e Métodos 
 
3.1. Amostragem 
 
O material biológico utilizado neste trabalho foi sangue, colhido a três indivíduos do 
sexo masculino, não aparentados, o qual foi colocado em 3 diferentes tecidos, ganga, licra e 
algodão, previamente lavados e descontaminados durante 20 minutos à luz UV.  
Foi colhido um volume de 48ml de sangue a cada indivíduo, após consentimento 
informado, a partir do qual se efetuaram 1602 manchas com 30l de sangue cada uma (com 
50mm2 de área), perfazendo uma totalidade de 4806 manchas, para os 3 indivíduos (Tabela 3 
– Anexo I). Foram efetuadas manchas para a realização de colheitas até 12 meses para os solos 
pantanoso (só verão), argiloso e arenoso (verão e inverno). Para a superfície do solo de um 
bosque foram realizadas manchas para a colheita até 24 meses (verão e inverno). Para a 
habitação e poço foram efetuadas manchas para a colheita até 24 meses. Para as lavagens 
com detergente e com lixívia foram realizadas manchas para 2 lavagens. 
As manchas de sangue foram secas durante 3 dias à temperatura ambiente, antes de 
serem enterradas em solo argiloso, arenoso e pantanoso, colocadas à superfície do solo de um 
bosque, dentro de uma habitação, num poço (Figura 9). As manchas que foram sujeitas a 
agentes de limpeza (detergente e lixívia), estiveram durante 2 meses à temperatura ambiente 
até serem lavadas.  
 
a)                                              b)                                                      c) 
   
 
d)                                                   e)                                                     f) 
    
 
Figura 9. Representação dos diversos locais de degradação: a) Poço, b) Paúl, c) Argila, d) Areal, e) 
Superfície do solo de um bosque e f) Habitação.  
 
Os vários tecidos foram cortados em formato de retângulo com tamanhos de cerca de 
15x13cm. As iniciais dos dadores foram cosidas num dos cantos do tecido assim como linhas 
horizontais e verticais ao longo do mesmo, originando quadrados orientadores, com cerca de 
1cm2, no centro dos quais foram colocados os 30l de sangue (Figura 10).  
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a)                                            b)                                                 c) 
   
 
Figura 10. Representação dos diversos tecidos: a) Ganga, b) Licra, c) Algodão. 
 
O tecido ganga é constituído por 97% algodão e 3% sepandex e corado com índigo azul; 
o tecido algodão é constituído por 100% algodão sem qualquer corante; e o tecido licra é 
constituído por 100% de poliéster sem qualquer tipo de corante.  
O sangue nos tecidos ganga e algodão adsorveu bem às fibras dos mesmos. No caso da 
licra, o sangue secou à superfície do tecido, formando crostas. 
 
A degradação das amostras foi efetuada mediante a sua manutenção em diferentes 
condições ambientais - água doce (poço), dentro de uma habitação, enterradas em três 
distintos tipos de solo (arenoso, pantanoso e argiloso) e à superfície do solo de um bosque, 
durante um período máximo de dois anos.  
 
As manchas enterradas nos solos argiloso e arenoso, assim como as colocadas à 
superfície do solo de um bosque, que correspondem a um total de 54 retalhos de tecido (2700 
manchas), foram divididos em dois lotes de 27 tecidos. A instalação de cada lote foi iniciada 
em duas épocas diferentes – verão (colocadas a 30 de Junho de 2009) e inverno (colocadas a 6 
de Março de 2010), em Coimbra - Casal da Misarela (solo argiloso e superfície do solo de um 
bosque) - N40°13’13,2”W008°22’09,6” e Figueira da Foz – Dunas de Quiaios (solo arenoso 
inserido num pinhal) - N40°15’25,8”W008°50’23,7”. As amostras enterradas no solo pantanoso 
- Paúl de Arzila (Coimbra) – N40°10’48,1”W008°33’22,6”, foram só colocadas no verão, uma 
vez que no inverno o solo se encontrava alagado. 
 
Em relação às amostras colocadas em ambientes terrestres, foram colhidas 6 manchas 
ao fim de 1 dia, 3 dias, 7 dias, 15 dias, 1 mês, 3, 6 e 12 meses, excetuando-se as amostras 
colocadas dentro de uma habitação em que foram igualmente colhidas ao fim de 24 meses. As 
colheitas foram efetuadas até aos 12 meses, para a maioria dos ambientes terrestres, por um 
lado por se desconhecer quais os resultados que viriam a ser obtidos e por outro, para a 
elaboração de um “stock” de amostras degradadas.  
No momento da colheita registou-se o dia e hora, local, temperatura e humidade. Foram 
igualmente obtidos os registos fotográficos dos locais e manchas, bem como os registos 
gráficos das estações meteorológicas mais próximas, de temperatura, pressão, humidade e 
pluviosidade, adquiridos mensalmente, através do site www.meteo.pt.  
Em relação às amostras colocadas num poço, foram colhidas, igualmente, 6 manchas ao 
fim de 1 dia, 3, 7, 15 e 30 dias (não foram colhidas amostras após este período, dado que os 
resultados obtidos não o justificavam, o mesmo se aplica para a criação de um “stock” de 
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amostras para este ambiente). No momento da colheita, registou-se o dia e hora, local, 
temperatura e profundidade da água. 
 
Algumas manchas foram ainda sujeitas a lavagens com detergente (marca SKIP) e lixívia, 
para simular amostras intencionalmente sujeitas a uma variedade de agentes de limpeza, com 
o intuito de remover o material biológico. As lavagens na máquina foram realizadas a 30ºC e 
tiveram a duração de 1 hora e 30 minutos. De igual forma, foram recolhidas, após cada 
lavagem, 6 manchas de cada uma destas amostras.  
 
Foram ainda utilizadas algumas das 486 manchas de sangue como controlo para a 
obtenção dos perfis genéticos de referência para cada tecido e de cada um dos 3 indivíduos.  
 
As manchas colhidas nos diversos ambientes foram secas à temperatura ambiente antes 
de serem devidamente acondicionadas e congeladas a -80ºC, até à sua posterior análise. As 
amostras controlo foram acondicionadas à temperatura ambiente até ao momento da sua 
análise.   
A habitação utlizada neste trabalho é uma construção em cimento e tijolo. As amostras 
foram colocadas na cave da mesma e a temperatura e a humidade monitorizadas. 
 
Os solos foram caracterizados quimicamente (pelo Centro de Geociências da 
Universidade de Coimbra) e as suas características estão apresentadas na Tabela 4. 
 
 Tabela 4. Composição química dos diferentes solos. 
Solo 
SiO2 
(%) 
Al2O3 
(%) 
CaO 
(%) 
MgO 
(%) 
Na2O 
(%) 
K2O 
(%) 
Fe2O3 
(%) 
P2O5 
(%) 
TiO3 
(%) 
Mn 
(ppm) 
Cu 
(ppm) 
Zn 
(Ppm) 
pH 
Pantanoso 55,14 17,56 4,12 2,57 1,07 1,63 3,53 0,65 0,80 978 27,1 160 5,91 
Arenoso 68,32 8,66 7,51 1,05 0,89 1,12 1,24 0,09 1,23 234 12,6 71 6,84 
Argiloso 54,63 20,31 2,13 1,54 0,84 1,72 4,96 0,56 0,78 563 32,1 97 5,80 
 
 
3.2. Procedimentos laboratoriais 
 
3.2.1. Extração de ADN 
 
3.2.1.1. Extração orgânica de ADN  
 
Esta técnica foi durante muitos anos utilizada como sendo o método de extração de 
amostras forenses de eleição, no entanto é uma técnica demorada, envolve a utilização de 
produtos tóxicos e como é um método que envolve muitos passos de transferências entre 
tubos, aumenta a probabilidade de erro ou contaminação (Hoff-Olsen et al., 1999). 
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 A extração iniciou-se com uma fase de lise celular na qual se utilizou um detergente o 
dodecil sulfato de sódio (SDS) e a proteinase K1. Seguiu-se a adição de uma mistura de fenol-
clorofórmio-álcool isoamílico destinada a promover a desnaturação e a separação das 
proteínas do ADN, uma vez que este é mais solúvel na solução aquosa desta mistura. 
Procedeu-se depois a um passo de centrifugação, responsável pela separação entre a fase 
aquosa (onde se encontra o ADN) e as proteínas e os restos celulares (Gill et al., 1985) (Figura 
11). Por fim, procedeu-se à purificação da amostra por adição de etanol, o qual promoveu a 
precipitação do ADN e a remoção de inibidores. 
 
                      
Figura 11. Representação esquemática da extração orgânica. Adaptada de Butler (2005) 
 
3.2.1.2. Extração de ADN pelo método de Chelex® 
 
A extração de ADN pelo método de Chelex® realizou-se conforme o protocolo descrito 
por Walsh et al. (1991). O Chelex® é uma resina quelante composta por copolímeros de 
estireno divinilbenzeno contendo iões iminodiacetato emparelhados, que se liga a iões 
metálicos polivalentes, como é o caso do magnésio. Estes iões são necessários à ação de 
nucleases, que degradam o ADN. Deste modo, estas enzimas ficam inativas e 
consequentemente as moléculas de ADN são preservadas. 
Este método permite obter uma quantidade razoável de ADN, de um modo simples, 
rápido e económico. No entanto é pouco eficaz no que respeita à remoção de inibidores da 
PCR. 
O ADN obtido no final do protocolo de extração encontra-se desnaturado e em cadeia 
simples. 
                                                          
1
 Proteinase K
 
– é uma protease que tem a função de promover a rotura da parede celular assim como quebrar as 
ligações com as proteínas que protegem as moléculas de ADN, libertando-o para o meio. Degrada igualmente 
nucleases que estejam presentes protegendo o ADN de posterior degradação. 
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O protocolo compreendeu as seguintes etapas (Figura 12): 
 
1. A lise celular ocorreu num tubo de 1,5ml por adição de 1ml de água desionizada e 
autoclavada à amostra de tecido com 30l de sangue (cortada em pequenos 
fragmentos), durante uma hora, à temperatura ambiente. 
2. Centrifugou-se por 3 minutos a 14000 rpm. 
3. Retirou-se e eliminou-se o sobrenadante de cada amostra, deixando cerca de 30µl no 
tubo. 
4. Adicionaram-se 170µl de Chelex a 5% a cada amostra. 
5. Colocaram-se no banho a 56ºC, durante 30 minutos.  
6. Agitaram-se e ferveram-se os tubos durante 8 minutos.  
                 
             
 
Figura 12. Representação esquemática da extração por Chelex. Adaptada de Butler (2005) 
 
3.2.1.3. Extração de ADN pelo kit QIAamp DNA Investigator (QIAGEN) 
 
A extração de ADN pelo kit QIAamp DNA Investigator utiliza uma tecnologia que permite 
a purificação e a recuperação de amostras biológicas com baixa quantidade de ADN na 
presença de inibidores da PCR. Este método de extração baseia-se na adsorção seletiva do 
ADN a partículas de sílica, que estão presentes nas colunas de centrifugação sob a forma de 
membranas. As células são lisadas e o ADN desnaturado com recurso a um tampão de lise com 
uma elevada concentração de sais caotrópicos (ex. cloridrato de guanidina), que desnaturam o 
ADN por rompimento das ligações de hidrogénio entre o ADN e a água, e entre o ADN e as 
histonas, tornando-o termodinamicamente mais estável na presença de uma solução alcoólica. 
Além de desnaturarem o ADN, inativam igualmente nucleases. Para que ocorra a ligação do 
ADN às partículas de sílica é igualmente importante que o pH do meio em solução seja ácido. 
Para que o ADN seja eluído e recuperado após a sua purificação, aumenta-se o pH da solução 
com um tampão de eluição (QIAGEN, 2007). 
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Este protocolo compreendeu 4 fases:  
1. A lise celular ocorreu num tubo de 2ml, na presença de quantidade de Tampão de Lise, 
que variou entre 300l para o algodão e a licra e 600l para a ganga, suficiente para 
cobrir totalmente a amostra de tecido com 30l de sangue (cortada em pequenos 
fragmentos) e 20l de proteinase K, durante 1 hora a 56ºC com agitação (900rpm). 
Após este período adicionaram-se 300l de um segundo Tampão de Lise e 1l de RNA 
carrier2 a cada amostra e incubou-se durante 10 minutos a 70ºC com agitação. 
Decorrido este tempo, se ainda existiam partículas sólidas, transferia-se toda a 
amostra e lisado para uma coluna perfurada num tubo de 1,5mL e após centrifugação 
à velocidade máxima durante 2 minutos, recuperava-se todo o lisado. 
2. A ligação do ADN à membrana de sílica foi realizada mediante a homogeneização do 
lisado com 150l de etanol (96% - 100%), transferência do homogeneizado para uma 
coluna QIAamp MinElute e centrifugação a 8000rmp durante 1 minuto. O produto 
remanescente foi descartado.  
3. A purificação do ADN foi feita por 3 sucessivas lavagens da coluna. A primeira com 
500l de Tampão de lavagem 1 (preparado com 25ml de etanol (96 – 100%)), a 
segunda com 700 l de Tampão de lavagem 2 (preparado com 30ml de etanol (96 – 
100%)) e por fim a terceira com 700l de etanol, procedendo-se, entre cada lavagem, a 
uma centrifugação de 1 minuto a 8000rpm, descartando-se o remanescente. No final 
das lavagens a coluna foi centrifugada durante 3 minutos à velocidade máxima, 
transferida para um tubo de 1,5ml e incubada durante 3 minutos a 56ºC, com a tampa 
da coluna aberta, para uma total secagem da membrana.  
4. Após secagem da membrana, a eluição do ADN foi feita por adição de 20l de Tampão 
de eluição a cada coluna, incubação durante 1 minuto à temperatura ambiente e 
centrifugação durante 1 minuto à velocidade máxima. 
 
 
3.2.1.4. Extração de ADN pelo kit DNA IQ™ System (Promega) 
 
A extração de ADN pelo kit DNA IQ™ System utiliza uma tecnologia idêntica à do kit da 
QIAGEN, permitindo igualmente a purificação e a recuperação de amostras biológicas com 
baixa quantidade de ADN e na presença de inibidores da PCR. Este método de extração baseia-
se na afinidade do ADN a partículas de sílica revestidas por uma resina paramagnética que, na 
presença de um suporte magnético, promove o isolamento da resina-ADN durante a 
purificação do ADN. Este sistema foi desenhado para purificar rapidamente pequenas 
quantidades de ADN, sem a utilização de reagentes muito tóxicos, que permite obter 
resultados consistentes para determinado tipo de amostra.  
Numa primeira fase as células são lisadas com recurso a um tampão de lise, e o 
conteúdo celular é libertado para o meio. Este tampão contém elevada concentração de sais 
                                                          
2
 RNA carrier - tem a capacidade de aumentar a recuperação de ADN, em amostras com poucas moléculas de ADN, 
possivelmente pela ligação do RNA carrier a determinados locais da membrana de sílica os quais deteriam 
irreversivelmente os ácidos nucleicos, minimizando a perda de ADN (Shaw, Thain et al. 2009). 
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caotrópicos, que rompem as ligações de hidrogénio entre o ADN e a água, desnaturando-o e 
tornando-o termodinamicamente mais estável. Como o pH do meio é inferior a 7 as moléculas 
de ADN ligam-se, reversivelmente, às partículas magnéticas. Com recurso a um suporte 
magnético, as partículas de resina com o ADN ligado que se encontram em suspensão, são 
arrastadas na direção do suporte, deixando os inibidores e outros contaminantes em solução. 
Estes contaminantes são então eliminados durante múltiplas lavagens purificando desta 
forma, o ADN presente na solução. Por fim, para que o ADN seja eluído e recuperado após a 
sua purificação, aumenta-se o pH da solução, com um tampão de eluição (Promega, 2006). 
 
Este protocolo compreendeu igualmente 4 fases:  
1. A lise celular ocorreu num tubo de 2mL, no qual se adicionou à amostra de tecido com 
30l de sangue (cortada em pequenos fragmentos), o Tampão de Lise (por cada 100l 
de Tampão de lise adicionou-se 1L de dithiothreitol (DTT) a 1M), cujo volume variou 
entre 300l - para o algodão e a licra - e 600l para a ganga, durante 30 minutos a 
70ºC. Decorrido este tempo, se ainda existiam partículas sólidas, transferia-se toda a 
amostra e lisado para uma coluna perfurada num tubo de 1,5mL e após centrifugação 
à velocidade máxima durante 2 minutos, recuperava-se todo o lisado.  
2. A ligação do ADN às partículas magnéticas foi realizada mediante incubação do lisado 
com 7L de resina durante 5 minutos e homogeneização da mistura durante 3 
segundos, a cada minuto.   
3. A purificação do ADN foi feita por 4 lavagens sucessivas, encontrando-se os tubos 
colocados no suporte magnético. A primeira lavagem foi feita com 100L de Tampão 
de Lise e as seguintes três lavagens foram com 100L de Tampão de Lavagem. Entre 
lavagens a solução resultante foi descartada. No final das lavagens a resina-ADN foi 
seca à temperatura ambiente durante 5 minutos, com a tampa do tubo aberta, 
encontrando-se no suporte magnético. 
4. Após secagem da resina-ADN, a eluição do ADN foi feita por adição de 30L de 
Tampão de eluição, homogeneização da solução e incubação durante 5 minutos a 
65ºC. No final deste período de incubação, o tubo foi colocado no suporte magnético e 
o eluato, contendo o ADN, foi recolhido para um novo tubo de 1,5mL. 
 
Nota: O protocolo descrito no manual do DNA IQ™ System recomenda a preparação do 
tampão de lavagem do kit por adição de 15mL de etanol e 15mL de álcool isopropílico 
(isopropanol). No entanto, introduziu-se uma modificação na preparação do mesmo, tendo-se 
eliminado o álcool isopropílico (Anexo IV).  
 
 
3.2.1.5. Extração automática de ADN pelo Automate Express™ Forensic DNA 
Extraction System com o kit PrepFiler™ Forensic DNA Extraction (AB) 
 
A extração de ADN pelo Automate Express™ Forensic DNA Extraction System (um 
equipamento de extração automático) com recurso ao kit PrepFilerTM Forensic DNA Extraction, 
utiliza uma tecnologia idêntica à do kit DNA IQ™ System da Promega, sendo no entanto as 
partículas magnéticas deste kit menores do que as do DNA IQ (Promega), tendo por isso no seu 
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conjunto uma maior superfície e consequentemente maior capacidade de aderência do ADN. 
Este sistema foi desenhado para purificar rapidamente pequenas quantidades de ADN, sem a 
utilização de reagentes muito tóxicos, o que permite obter resultados consistentes para 
determinado tipo de amostra (Biosystems, 2010). 
 
Este protocolo compreendeu as seguintes fases:  
1. A lise celular ocorreu numa coluna perfurada num tubo de 2 mL, no qual se adicionou 
à amostra de tecido com 30l de sangue (cortada em pequenos pedaços), Tampão de 
Lise (preparado com 500L e 5L de dithiothreitol (DTT) a 1M), cujo volume variou 
entre 500L - para o algodão e a licra - e 600L para a ganga, durante 40 minutos a 
70ºC com agitação (750rpm). Decorrido este tempo centrifugou-se a amostra a 10000g 
durante 2 minutos e recuperou-se todo o lisado. 
2. Este lisado foi colocado no Automate Express™ Forensic DNA Extraction System e as 
três fases seguintes, ligação do ADN às partículas magnéticas, purificação e eluição do 
ADN extraído (em 50L de tampão de eluição) ocorreram no robot, tendo a duração 
de aproximadamente 30 minutos. 
 
 
3.2.2. Purificação do ADN extraído 
 
As amostras de ADN extraídas com Chelex® (com exceção das amostras colocadas 
dentro de uma habitação, à superfície de um solo de um bosque e as lavadas com detergente 
e lixívia) foram purificadas e concentradas com colunas Microcon® Ultracel YM-100 Centrifugal 
Filter (Millipore) ou Amicon® Ultra 0.5 mL (Millipore) e com hidróxido de sódio (NaOH) (Bourke 
et al., 1999).  
O processo de purificação da Millipore é feito através de uma membrana que deixa 
apenas passar moléculas de tamanho inferior a 100 KDa, retendo nesta o ADN e permitindo 
assim eliminar alguns inibidores do ADN. O tratamento simultâneo com hidróxido de sódio 
(NaOH) permite a neutralização de alguns inibidores presentes na amostra extraída.  
 
O protocolo compreendeu as seguintes etapas: 
 
1. Adicionaram-se 50l de amostra extraída à coluna Microcon® + 200µl de NaOH a 400 
mM. 
2. Centrifugou-se por 20 minutos (500g). 
3. Descartou-se o eluato. 
4. Adicionaram-se 400µl de NaOH a 400 mM. 
5. Centrifugou-se por 20 minutos (500g). 
6. Adicionaram-se 400µl de Tris a 10 mM com pH 7.5. 
7. Centrifugou-se por 20 minutos (500g). 
8. Inverteu-se a coluna Microcon® ou Amicon®. 
9. Centrifugou-se por 3 minutos (1000g). 
10. Ressuspendeu-se o eluato com 15µl de Tris a 10mM com pH 7.5. 
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3.2.3. Quantificação por PCR em tempo real 
 
O ADN foi quantificado, por PCR em tempo real, com o kit Quantifiler™ Human DNA 
Quantification (AB) de acordo com as instruções do manual, num ABI Prism® 7000 (Biosystems, 
2007b).  
 
O protocolo compreendeu as seguintes fases: 
1. Preparou-se a curva de calibração (Figuras 13a e 13b), para a qual se realizaram 8 ou 9 
diluições sucessivas do standard (amostras processadas em duplicado) com as 
seguintes concentrações 50ng/L, 16,7ng/L, 5,56ng/L, 1,85ng/L, 0,62ng/L, 
0,21ng/L, 0,068ng/L, 0,023ng/L e 0,0076ng/L. 
2. Misturou-se num tubo eppendorf de 1,5ml: 5,25L de Quantifiler Human Primer Mix + 
6,25L de Quantifiler PCR Reaction Mix + 0,5L de BSA3 (Albumina do Soro Bovino) 
[0,3%] por amostra. 
3. Agitou-se e centrifugou-se. 
4. Distribuíram-se 12L por cada poço correspondente. 
5. Adicionou-se 1L da amostra/standard/controlo positivo/controlo negativo por cada 
poço correspondente. 
6. Selou-se a placa. 
7. Centrifugou-se a placa para remover qualquer bolha. 
8. Colocou-se no ABI Prism® 7000 durante 1 hora e 45 minutos. 
 
a) 
 
 
                                                          
3
 BSA: No sentido de ultrapassar a presença de inibidores foi colocada BSA. Esta proteína impede que alguns 
inibidores presentes no produto extraído inibam a atividade da ADN Taq Polimerase, presumivelmente por se ligar 
aos mesmos (Akane, Mtsubara et al. 1994). 
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R2 0,994733 
Equação da reta Y = -2,96x + 29,34 
 
b) 
 
 
R2 0,996914 
Equação da reta Y = -2,98x + 29,60 
 
Figura 13. Curvas de calibração calculadas com diferentes concentrações de standard; a) 50 ng/L, 16,7 
ng/L, 5,56 ng/L, 1,85 ng/L, 0,62 ng/L, 0,21 ng/L, 0,068 ng/L e 0,023 ng/L e b) 50 ng/L, 16,7 
ng/L, 5,56 ng/L, 1,85 ng/L, 0,62 ng/L, 0,21 ng/L, 0,068 ng/L, 0,023 ng/L e 0,0076 ng/L. 
 
3.2.4. Amplificação do ADN por PCR  
 
Foram utilizados diferentes kits de amplificação da Applied Biosystems. A escolha do kit 
adequado às diferentes amostras teve como base a quantidade de ADN presente em cada 
uma. Os protocolos para os kits de amplificação AmpFℓSTR® Identifiler™, AmpFℓSTR® 
Identifiler Plus™, AmpFℓSTR® MiniFiler™ ou AmpFℓSTR® NGM™ SElect foram realizados de 
acordo com as instruções do manual de utilizador (ou instruções adaptadas), num 
termociclador GeneAmp® PCR Systems 2700 ou 9700 (AB). A amplificação com o kit 
AmpFℓSTR® NGM SElect™ foi apenas realizada em algumas amostras nas quais os kits 
AmpFℓSTR® Identifiler, AmpFℓSTR® Identifiler Plus™ e AmpFℓSTR® MiniFiler™ não 
possibilitaram os resultados esperados. 
 
O protocolo geral de amplificação para os diferentes kits compreendeu as seguintes fases: 
1. Misturou-se num tubo eppendorf de 1,5ml: 2,5L de Primer Mix + 5L de PCR Master 
Mix por amostra, se o volume final da reação foi de 12,5L; ou 5L de Primer Mix + 
10L de PCR Master Mix por amostra, se o volume final da reação foi de 25L. 
2. Agitou-se e centrifugou-se. 
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3. Distribuíram-se 7,5L ou 15L da mistura por cada tubo correspondente, consoante o 
volume final da reação foi de 12,5L ou 25L, respetivamente. 
4. Adicionou-se entre 1 e 5L (Tabela 5) da amostra extraída, caso o volume final da 
reação fosse de 12,5L e entre 1 e 10L (Tabela 5) se o volume final da reação fosse 
de 25L, por cada tubo correspondente, perfazendo o volume final com tampão TE de 
concentração 10mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, pH 8.0.  
5. Colocou-se num termociclador. 
 
 
Tabela 5 - Intervalo de concentrações de ADN da amostra utilizado em cada kit de amplificação.  
Kit Gama de quantidade ideal de ADN 
Gama de concentrações de ADN da 
amostra 
AmpFℓSTR® MiniFiler™ 0,5ng – 0,75ng 0,01 e 0,09ng/l 
AmpFℓSTR® Identifiler™ e 
Identifiler Plus™ 
0,5ng – 1,25ng Igual ou superior a 0,09ng/l 
 
 
3.2.4.1. AmpFℓSTR® Identifiler™ (AB) 
 
O  AmpFℓSTR® Identifiler™ é um kit de amplificação que permite amplificar 15 
marcadores (D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, TH01, D13S317, D16S539, 
D2S1338, D19S433, vWA, TPOX, D18S51, FGA e D5S818) e a Amelogenina em multiplex. Utiliza 
um sistema de 4 fluorocromos (6-FAM™, VIC™, NED™ e PET™), cada um dos quais marca um 
dos primers do par que amplifica cada um dos marcadores. Estes fluorocromos emitem 
fluorescência máxima a diferentes comprimentos de onda, permitindo desta forma separar os 
conjuntos de marcadores. Além de diferentes fluorocromos o kit envolve ainda modificadores 
de mobilidade que se encontram ligados à extremidade 5’ do primer. Estes modificadores de 
mobilidade permitem que os STRs com tamanhos idênticos consigam ser separados. Os 
marcadores amplificados por este kit têm entre 100bp e 350bp. A quantidade de ADN inicial 
varia entre 0,5ng e 1,25ng (Tabela 5) e o volume de amostra extraída a colocar pode variar até 
ao máximo de 5l (protocolo adaptado). O ciclo utilizado para este kit de amplificação 
encontra-se ilustrado na Figura 14. O número de ciclos de PCR pode variar até 28 (Biosystems, 
2001). 
 
 
 
Figura 14. Ciclo de PCR do AmpFℓSTR® Identifiler™. 
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3.2.4.2. AmpFℓSTR® Identifiler Plus™ (AB) 
 
O  AmpFℓSTR® Identifiler Plus™ é um kit de amplificação com os mesmos marcadores e 
fluorocromos que o original AmpFℓSTR® Identifiler™, com o mesmo poder de discriminação, 
mas com uma maior sensibilidade e robustez. O tempo de amplificação foi reduzido em cerca 
de uma hora e o desempenho na presença de amostras inibidas foi melhorado. O processo de 
síntese e purificação dos primers foi melhorado, fornecendo um background da eletroforese 
mais limpo. Para este kit o ciclo de amplificação utilizado encontra-se na Figura 15 
(Biosystems, 2011a). 
 
 
 
Figura 15. Ciclo de PCR do AmpFℓSTR® Identifiler Plus™. 
 
 
3.2.4.3. AmpFℓSTR® MiniFiler™ (AB) 
 
O  AmpFℓSTR® MiniFiler™ permite amplificar 8 marcadores comuns ao AmpFℓSTR 
Identifiler (D13S317, D7S820, D2S1338, D21S11, D16S539, D18S51, CSF1PO e FGA) e a 
Amelogenina. À semelhança do kit AmpFℓSTR® Identifiler, utiliza um sistema de 4 
fluorocromos (Biosystems, 2007a).  
A quantidade de ADN recomendada varia entre 0,5ng e 0,75ng (Tabela 5) e o volume de 
amostra extraída a amplificar pode variar até ao máximo de 10l. O número de ciclos de PCR 
pode ir até 30. O ciclo de amplificação utilizado para este kit encontra-se na Figura 16 
(Biosystems, 2007a). 
 
 
 
 
Figura 16. Ciclo de PCR do AmpFℓSTR® MiniFiler™. 
 
3.2.4.4. AmpFℓSTR® NGM™ SElect (AB) 
 
O AmpFℓSTR® NGM™ SElect permite amplificar em multiplex 13 marcadores 
tetranucleótidos (D3S1358, vWA, D16S539, D2S1338, D8S1179, D21S11, D18S51, D19S433, 
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TH01, FGA, D1S1656, D12S391 e SE33), 3 MiniSTRS (D10S1248, D22S1045 – trinucleótido - e 
D2S441) e a Amelogenina. Este conjunto de marcadores tem o maior poder de discriminação, 
sensibilidade e robustez de qualquer kit AmpFℓSTR®. Utiliza o mesmo sistema de fluorocromos 
que o  AmpFℓSTR® Identifiler™. O kit utiliza condições de PCR de maior sensibilidade e tem um 
desempenho melhorado na presença de amostras inibidas e degradadas, uma vez que 
apresenta um maior número de loci concentrado na região de menor peso molecular. O 
processo de síntese e purificação dos primers foi melhorado fornecendo um background da 
eletroforese mais limpo. 
A quantidade de ADN inicial ideal é de 1ng e o volume de amostra extraída a colocar 
pode variar até ao máximo de 10l. O número de ciclos de PCR pode ir até 30 e o ciclo 
utilizado neste trabalho foi o indicado na Figura 17. (Biosystems, 2011b). 
 
 
 
Figura 17. Ciclo de PCR do AmpFℓSTR® NGM™ SElect. 
 
3.2.5. Análise dos produtos amplificados  
 
A análise das amostras amplificadas foi efetuada nos sequenciadores automáticos ABI 
Prism 3130 e ABI Prism 3500 (AB) com recurso aos softwares GeneMapper v.3.2 e 
GeneMapper® ID-X, respetivamente. 
 
O protocolo compreendeu as seguintes fases: 
1. Misturou-se num tubo eppendorf de 1,5ml: 10,5L de Formamida + 0,5L de standard 
por amostra. 
2. Agitou-se e centrifugou-se. 
3. Distribuíram-se 11L por cada poço de uma placa de 96 poços. 
4. Adicionou-se entre 1 e 4L de amostra amplificada. 
5. Colocou-se uma septa.  
6. Agitou-se e centrifugou-se. 
7. Desnaturou-se durante 3 minutos num termociclador a 95ºC. 
8. Colocou-se nos sequenciadores automáticos ABI Prism 3130 ou ABI Prism 3500. 
9. Analisaram-se os eletroferogramas com recurso aos programas GeneMapper v.3.2 e 
GeneMapper® ID-X, nos ABI Prism 3130 ou ABI Prism 3500 respetivamente. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. Análise e discussão dos resultados 
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Análise e discussão dos resultados 
 
O estudo das amostras neste trabalho permitiu obter ADN nuclear com uma grande 
variabilidade na quantidade e qualidade na dependência de diferentes condições de 
degradação. 
 A determinação da quantidade e qualidade de ADN de cada amostra foi essencial para a 
obtenção de um perfil genético completo, ou seja, do conjunto de todos os genótipos de todos 
os marcadores analisados. 
 Das 1512 amostras extraídas, apenas 782 amostras proporcionaram material extraído 
suficiente para serem amplificadas com os kits AmpFℓSTR® Identifiler™/ AmpFℓSTR® 
Identifiler™ Plus, AmpFℓSTR® MiniFiler™ ou AmpFℓSTR® NGM SElect™. 
Algumas amostras apresentaram um perfil incompleto para o kit AmpFℓSTR® 
Identifiler™ ou AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus (entendendo-se como perfil incompleto um perfil 
no qual um ou mais alelos de um ou mais marcadores não apresentem amplificação), todavia, 
apresentaram um perfil completo para o AmpFℓSTR® MiniFiler™ ou AmpFℓSTR® NGM SElect™. 
Sucedeu ainda que alguns perfis incompletos obtidos com os diversos kits em conjunto se 
complementaram para a obtenção de um perfil completo.   
Os perfis completos obtidos com os diferentes kits de amplificação para as amostras de 
referência dos três indivíduos, encontram-se nas Tabelas 6, 7 e 8 (Anexo I). 
Para a análise das amostras nos diversos meios de degradação foram utilizadas 
diferentes designações em função do tipo de extração (Chelex, QIAamp DNA Investigator, DNA 
IQ System). Exemplo: Às amostras de ganga do indivíduo N colocadas durante 1 dia no solo 
argiloso foram atribuídos os números de análise: a) 64 quando extraída por DNA IQ System; b) 
46 quando extraída por Chelex e c) 226 quando extraída por QIAamp DNA Investigator. 
De seguida são apresentados e discutidos os resultados obtidos por cada forma de 
degradação. 
 
 
4.1. Amostras enterradas em solo pantanoso  
 
Os resultados da quantificação das 108 amostras enterradas em solo pantanoso 
mostram que a quantidade de ADN é extremamente diminuta para a obtenção de perfis de 
STRs (Tabela 9a – Anexo I). A reduzida quantidade de ADN obtida deveu-se muito 
provavelmente à constituição do solo, à elevada percentagem de humidade do mesmo e à 
proliferação microbiana resultante da elevada temperatura registada na época de verão, que 
levou à rápida degradação do ADN. Esta degradação em conjunto com a presença de 
inibidores (nomeadamente de ácidos húmicos), inviabilizou a análise de muitas amostras 
sujeitas a estas condições.  
                                                        
Para as amostras colocadas em Junho de 2009, encontram-se na Tabela 10 as variações 
de temperatura e precipitação ocorridas em Coimbra, desde 3 dias antes da colocação das 
amostras em solo pantanoso até 15 dias após a sua colocação. 
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Tabela 10. Variação da temperatura (ºC) e precipitação (mm) ocorridas em Coimbra, desde 3 dias antes 
da colocação das amostras em solo pantanoso até 15 dias após a sua colocação (época de verão).  
 
 
 Para as amostras nos vários suportes (ex. algodão – Figura 18) enterradas durante o 
período de verão foram apenas obtidos resultados aceitáveis para as amostras extraídas com o 
kit QIAamp DNA Investigator até ao final de 1 dia (valor máximo (máx.) de quantificação de 
0,0261ng/l) (Tabela 9a – Anexo I). 
 
 
 
 
Figura 18. Fotografia representativa do tecido algodão enterrado em solo pantanoso, ao fim de 1 dia. 
 
Estudos realizados com algumas amostras enterradas em solo pantanoso e extraídas 
com o kit Prepfiler Express proporcionaram melhores resultados quantitativos (máx. de 
5,1710ng/l), entre um e sete dias, quando comparados com as restantes metodologias de 
extração (Tabela 9b – Anexo I). Este kit possibilitou obter em uma amostra material suficiente 
para amplificação com AmpFℓSTR® Identifiler Plus™ e em quatro amostras, material suficiente 
para amplificar com AmpFℓSTR® MiniFiler™, tendo-se obtido perfis completos (Tabela 9b – 
Anexo I). 
 Este facto mostra que além do elevado nível de degradação do ADN, as amostras 
contêm ainda inibidores da PCR (ex. ácidos húmicos) que comprometem a técnica da 
quantificação por PCR em tempo real. Desta forma os resultados quantitativos das amostras 
extraídas pelos diferentes métodos são inferiores aos reais, o que é corroborado com os 
valores de IPC que são em algumas das amostras inferiores quando extraídos com Prepfiler 
Express, uma vez que este é mais eficaz na eliminação de inibidores. 
 
Algumas amostras enterradas em solo pantanoso foram igualmente extraídas pelo 
método orgânico, que demonstrou não ser muito eficaz a remover os inibidores presentes 
nestas amostras (uma vez que foi necessário diluí-las em fatores de 20, 30 e 40, para obter 
valores de IPC não indeterminados (ind.)). No entanto, após diluição, foi possível obter em 
 
27.06.09 – 29.06.09 (3 
dias antes da 
colocação) 
30.06.09 
(colocação) 
01.07.09 (1 dia) 
a 
03.07.09 (3 dias) 
04.07.09 
a 
7.07.09 (7 dias) 
08.07.09 
a 
15.07.09 
(15 dias) 
Precipitação (mm) 17,8 mm 0,1mm 0,3mm 1,3mm 1,4mm 
Temp min (ºC) 12,5ºC 18,5ºC 15ºC 13,5ºC 12,5ºC 
Temp max (ºC) 27,5ºC 26,5ºC 26,5ºC 25ºC 29ºC 
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duas amostras material suficiente para amplificação com AmpFℓSTR® Identifiler Plus™, 
resultando em perfis completos. Foi ainda possível obter material suficiente para amplificar 
com AmpFℓSTR® MiniFiler™ em uma amostra, permitindo a obtenção de perfil completo 
(Tabela 9c – Anexo I). 
 
O solo pantanoso (Paúl) é um solo quimicamente ácido, muito rico em óxido de 
magnésio, óxido de sódio, manganésio e zinco (Tabela 4 em Material e Métodos). O zinco e o 
manganésio são cofatores de nucleases que degradam o ADN. Estas características, além das já 
anteriormente referidas na introdução para este tipo de solo, podem ajudar a explicar a rápida 
degradação do ADN verificada em tão pouco tempo.  
 
Das 108 amostras quantificadas, foi apenas possível obter-se ADN nuclear suficiente 
para a amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ em sete amostras, em que apenas cinco 
resultaram num perfil completo (Tabela 11 – Anexo I), uma resultou num perfil parcial 
(amostra 137) e uma não apresentou amplificação dos marcadores.  
 
As condições de amplificação e aplicação para a amostra que apresentou perfil parcial 
com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ encontram-se reunidas na Tabela 12.  
 
Tabela 12 - Condições de amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ e aplicação da amostra 137, 
enterrada em solo pantanoso. 
 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Quantificação 
(ng/l) 
IPC 
Amplificação 
Minifiler* (l) 
Aplicação 
(l) 
Tempo de 
injeção (s) 
Perfil 
137 Nl 1 dia QIAamp 0,0105 29.94 10 4 20 Parcial 
*Volume final da reação de amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ é 25l 
 
 
O perfil genético da amostra 137 extraída por QIAamp DNA Investigator, obtido após 
amplificação, não ficou completo para o marcador D21S11 (Figura 19 em Anexo II), pelo que 
provavelmente se trata de uma amostra degradada. 
A mesma amostra, quando extraída com Chelex ou com o kit DNA IQ System, não 
permitiu a obtenção de quantidade de ADN para a sua amplificação (Tabela 9 – Anexo I). 
O facto de se tratar de uma mancha de sangue em licra, pode igualmente ter 
contribuído para a redução da possibilidade da amostra conter ADN suficiente para ser 
amplificado, uma vez que a crosta de sangue formada à superfície do tecido pode ter sido 
eliminada ao longo do tempo. 
 
 
4.2. Amostras colocadas em solo argiloso 
 
Analisando os resultados da quantificação das 297 amostras enterradas em solo 
argiloso, (Tabela 13 – Anexo I) e comparando os resultados obtidos nos primeiros 3 dias de 
colocação das amostras, nas épocas de verão e inverno, verificou-se que a diminuição da 
quantidade de ADN presente foi muito mais rápida no verão (mínima (min) a máx: 0,0048 – 
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28,3235ng/l) do que no inverno (min. a máx: 0,4257 – 21,7452ng/l), tendo como exemplo o 
QIAamp DNA Investigator. As características deste solo aliadas à humidade e temperatura 
elevadas levaram à proliferação microbiana, que com a consequente produção de nucleases, 
promoveram a rápida degradação do ADN verificada durante a época de verão. 
A quantidade de ADN presente nas amostras colocadas na época de inverno diminuiu 
drasticamente a partir do 7º dia (para as diferentes metodologias de extração, a maioria das 
amostras apresentou valores reduzidos de quantificação), provavelmente devido ao aumento 
da pluviosidade verificada (Tabela 14a), o que poderá ter levado à remoção do material 
biológico pela água da chuva (Tabela 13 – Anexo I). Na época de verão, o aumento da 
temperatura proporcionou a secagem do solo, que se encontrava húmido devido à 
pluviosidade verificada nos dias antecedentes a esta colheita, levando à menor degradação do 
ADN das amostras (Tabela 14b).  
 
 
Tabela 14. Variação da temperatura (ºC) e precipitação (mm) ocorridas em Coimbra, desde 3 dias antes 
da colocação das amostras em solo argiloso até 15 dias durante o inverno (a) e até 3 meses após a sua 
colocação durante a época de verão (b)  
 
a) Amostras colocadas no dia 06.03.2010 (inverno):  
 
 
02.03.10 – 05.03.10 (3 dias antes 
da colocação) 
06.03.10 (colocação) 
07.03.10 
(1 dia) 
a 
09.03.10 
(3 dias) 
10.03.10 
a 
13.03.10 
(7 dias) 
14.03.10 
a 
21.03.10 
(15 dias) 
Precipitação (mm) 0mm 0mm 0mm 0mm 22,5mm 
Temp min (ºC) 8,5ºC 8,5ºC 1,5ºC 2ºC 7,5ºC 
Temp max (ºC) 17,5ºC 13,5ºC 14ºC 15ºC 20ºC 
 
b) Amostras colocadas no dia 30.06.2009 (verão):  
 
 
27.06.09 – 
29.06.09 
(3 dias antes da 
colocação) 
30.06.09 
(colocação) 
01.07.09 
(1 dia) 
a 
03.07.09 
(3 dias) 
04.07.09 
a 
7.07.09 
(7 dias) 
08.07.09 
a 
15.07.09 
(15 dias) 
16.07.09 
a 
30.07.09 
(30 dias) 
31.07.09 
a 
28.09.09 
(3 meses) 
Precipitação 
(mm) 
17,8mm 0,1mm 0,3mm 1,3mm 1,4mm 27,2mm 22,9mm 
Temp min 
(ºC) 
12,5ºC 18,5ºC 15ºC 13,5 12,5ºC 11,5ºC 10,5ºC 
Temp max 
(ºC) 
27,5ºC 26,5ºC 26,5ºC 25ºC 29ºC 37,5ºC 37,5ºC 
 
Ao 15º dia, a degradação foi semelhante em ambas as épocas, ou seja, maioritariamente 
obtiveram-se valores indeterminados de quantificação (Tabela 13 – Anexo I). Contudo, 
durante a época de verão foi possível obter-se perfis genéticos completos de amostras de 
sangue em algodão extraídas com Chelex seguida de purificação com Microcon® e NaOH até ao 
final de 3 meses (Figura 20), enquanto que para as amostras de inverno foi só possível obter-se 
perfis genéticos completos de amostras de sangue nos vários tecidos até ao final de 7 dias, 
 49 
extraídas com o kit QIAamp DNA Investigator e com a metodologia de Chelex seguida de 
purificação com Microcon® e NaOH.  
 
 
 
Figura 20. Fotografia do tecido de algodão do dador O enterrado em solo argiloso durante 3 meses no 
período de verão. 
 
O solo argiloso é um solo quimicamente ácido, igualmente rico em óxido de magnésio, 
manganésio e zinco, embora em menor quantidade que o solo pantanoso. O zinco e o 
manganésio são cofatores de nucleases que degradam o ADN. Estas características do solo, 
além das anteriormente referidas, podem ajudar igualmente a explicar a degradação do ADN 
verificada neste ambiente (Tabela 4 em Material e Métodos).  
 
Das 297 amostras analisadas, foi possível obter-se material extraído suficiente para a 
amplificação com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ em 64 amostras (Tabela 15 – Anexo I), das 
quais 61 resultaram num perfil completo, duas resultaram num perfil incompleto e uma não 
apresentou amplificação dos marcadores. Obteve-se ainda material suficiente para a 
amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ em 39 amostras tendo-se obtido em apenas 30 
um perfil completo. Em três destas amostras obtiveram-se perfis incompletos e as restantes 6 
não apresentaram amplificação dos marcadores.  
Ao analisar a Tabela 15 (Anexo I) verifica-se que para a época de verão foram obtidas 
um total de 20 amostras com perfil completo para o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ enquanto que 
na época de inverno foram obtidos 41 perfis genéticos completos (factos que evidenciam a 
maior degradação das amostras no verão do que no inverno). Verifica-se ainda que para a 
época de verão foram obtidas um total de 21 amostras com perfil completo para o kit 
AmpFℓSTR® MiniFiler™ enquanto que na época de inverno foram obtidos apenas 10 perfis 
genéticos completos. 
  
As condições de amplificação e aplicação para as amostras que apresentaram perfil 
incompleto com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus encontram-se reunidas na Tabela 16.  
Provavelmente não se trata de amostras degradadas, mas sim de amostras que 
apresentaram, em conjunto com o produto extraído, inibidores (ex. ácidos húmicos) que 
impediram a amplificação dos alelos de alguns dos marcadores de maior tamanho. O valor de 
IPC encontrado (dentro dos valores normais) deveu-se muito provavelmente à utilização de 
BSA. 
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Tabela 16 - Condições de amplificação e aplicação das amostras 64 (verão) e 911 (inverno) enterradas 
em solo argiloso com o kit AmpFℓSTR® Identiifiler™ Plus.  
 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Quantificação 
(ng/l) 
IPC 
Amplificação 
Identifiler* (l) 
Aplicação 
(l) 
Tempo de 
injeção (s) 
Perfil 
64 Ng 1 dia DNAIQ 0,1957 28.58 6 e 10 3 20 Parcial 
911 Nl 1 dia Chelex 0,2755 28.31 6 4 20 Parcial 
*Volume final da reação de amplificação com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus é 25l 
  
 
O perfil genético da amostra 64 obtido após amplificação não se encontrou completo 
em diversos marcadores - D821179, D7S820, D13S317, D16S539, D19S433, D18S51, D5S818, 
Amelogenina e FGA (Figura 21 em Anexo II).  
As amostras sujeitas às mesmas condições quando extraídas por Chelex (amostra 46 – 
Tabela 15 em Anexo I) e QIAamp DNA Investigator (amostra 226 – Tabela 15 em Anexo I) 
possibilitaram a obtenção de produto extraído suficiente para ser amplificado com AmpFℓSTR® 
Identifiler™ (Tabela 13 – Anexo I), possibilitando a obtenção de perfis completos.  
O facto dos marcadores CSF1PO e D2S1338 terem amplificado, reforça a ideia da 
presença de inibidores na amostra. Para além destes, a possibilidade da amostra conter muito 
material no momento da amplificação, poderá explicar o drop-out dos marcadores de menor 
tamanho - D821179, D19S433, Amelogenina e D5S818. 
 
O perfil genético da amostra 911 obtido após amplificação não se encontrou completo 
para os marcadores D7S820 e D2S1338 (Figura 22 em Anexo II).  
Das amostras sujeitas às mesmas condições e extraídas pelos restantes métodos, só a 
amostra extraída com QIAamp DNA Investigator (amostra 929 - Tabela 15 em Anexo I) 
possibilitou a obtenção de material suficiente para a sua amplificação com AmpFℓSTR® 
Identifiler™ Plus (Tabela 13 – Anexo I) e obtenção de perfil completo.  
A amostra 911 quando amplificada com AmpFℓSTR® MiniFiler™ permitiu ainda obter um 
perfil genético completo (Tabela 17; Figura 23 em Anexo II), o que não se verificou para a 
amostra 64. Estes resultados apoiam a hipótese acima apresentada, uma vez que a 
amplificação com este kit ajuda a ultrapassar a presença de inibidores no produto extraído. 
  
 
Tabela 17 - Condições de amplificação e aplicação da amostra 911 enterrada em solo argiloso com o kit 
AmpFℓSTR® MiniFiler™.   
 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Quantificação 
(ng/l) 
IPC 
Amplificação 
Minifiler* (l) 
Aplicação 
(l) 
Tempo de 
injeção (s) 
Perfil 
911 Nl 1 dia Chelex  0,2755 28.31 4 1 20 Completo 
*Volume final da reação de amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ é 25l 
 
 
As condições de amplificação e aplicação para as amostras que apresentaram perfis 
parciais com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ encontram-se reunidas na Tabela 18.  
Provavelmente além de estas amostras se encontrarem degradadas, apresentavam no 
produto extraído, inibidores (ex. ácidos húmicos). 
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Tabela 18 - Condições de amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ e aplicação das amostras 360, 
533 (verão) e 1077 (inverno) enterradas em solo argiloso. 
 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Quantificação 
(ng/l) 
IPC 
Amplificação 
Minifiler* (l) 
Aplicação 
(l) 
Tempo de 
injeção (s) 
Perfil 
360 Oa 7 dias DNAIQ 0,0995 30.06 2 4 20 Parcial 
533 Nl 7 dias QIAamp 0,0312 28.72 10 1 20 Parcial 
1077 Pl 7 dias QIAamp 0,0177 29.05 9 1 20 Parcial 
*Volume final da reação de amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ é 25l 
 
 
O perfil genético da amostra 360 obtido após amplificação não se encontrou completo 
para o marcador CSF1PO (Figura 24 em Anexo II).  
A amostra sujeita às mesmas condições ambientais, quando extraída com recurso ao kit 
QIAamp DNA Investigator (amostra 540 - Tabela 15 em Anexo I), possibilitou obter um perfil 
completo com AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus. O mesmo não sucedeu para a amostra quando 
extraída por Chelex, uma vez que este método de extração não permitiu a obtenção de 
material suficiente para a sua amplificação (Tabela 13 – Anexo I). Estes resultados ajudam a 
confirmar a possibilidade de as amostras além de degradadas, apresentarem inibidores, já que 
o kit QIAamp DNA Investigator elimina-os mais eficazmente. 
 
O perfil genético da amostra 533 obtido após amplificação, não se encontrou completo 
para a maioria dos marcadores (Figura 25 em Anexo II).  
A amostra sujeita às mesmas condições degradativas, extraída com recurso ao kit DNAIQ 
(amostra 353 - Tabela 15 em Anexo I) e amplificada com AmpFℓSTR® MiniFiler™ possibilitou a 
obtenção de perfil completo, no entanto a amostra quando extraída com Chelex não 
possibilitou a obtenção de material suficiente para a sua amplificação (Tabela 13 – Anexo I). 
Esta amostra encontrava-se provavelmente muito degradada e com pouco material, pelo que 
o kit DNA IQ System e o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ tornaram possível a sua tipagem.  
 
O perfil genético da amostra 1077 obtido após amplificação não se encontrou completo 
para os marcadores D21S11, D2S1338, D16S539, Amelogenina e FGA (Figura 26 em Anexo II).  
A amostra sujeita às mesmas condições ambientais, quando extraída pelos restantes 
métodos não possibilitou a obtenção de material suficiente para a sua amplificação (Tabela 13 
– Anexo I). Estes resultados sustentam a hipótese de se tratar de uma amostra degradada. 
 
As condições de amplificação e aplicação para algumas das amostras que não 
apresentaram amplificação dos marcadores com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ encontram-se 
reunidas na Tabela 19.  
Possivelmente, associado ao nível de degradação das amostras, continham ainda 
inibidores (ex. ácidos húmicos) no produto extraído, que impediram a sua amplificação com o 
AmpFℓSTR® MiniFiler™. 
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Tabela 19 - Condições de amplificação e aplicação das amostras 54 (verão) e 1058 (inverno) enterradas 
em solo argiloso com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™.  
 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Quantificação 
(ng/l) 
IPC 
Amplificação 
Minifiler* (l) 
Aplicação 
(l) 
Tempo de 
injeção (s) 
Perfil 
54 Oa 1 dia Chelex  0,0472 28.68 10 1 20 
sem 
perfil 
1058 Pg 7 dias Chelex  0,0423 28.44 10 1 20 
sem 
perfil 
*Volume final da reação de amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ é 25l 
 
 
A amostra 54 extraída com Chelex só proporcionou quantidade suficiente para a sua 
amplificação com este kit não tendo apresentado no entanto, qualquer amplificação dos 
marcadores. 
Quando a amostra colocada nas mesmas condições foi extraída com recurso ao kit 
QIAamp DNA Investigator (amostra 234 - Tabela 15 em Anexo I) possibilitou a obtenção de 
produto extraído suficiente para ser amplificado com AmpFℓSTR® Identifiler™, tendo-se obtido 
um perfil completo, no entanto a amostra quando extraída pelo kit DNAIQ System (amostra 72 
- Tabela 15 em Anexo I) só possibilitou recuperar material suficiente para a sua amplificação 
com AmpFℓSTR® MiniFiler™ (Tabela 13 – Anexo I), resultando num perfil genético completo. 
Os resultados apresentados corroboram a justificação acima apresentada, ou seja, a presença 
de inibidores na amostra e alguma degradação. 
 
À semelhança da amostra 54, após amplificação com AmpFℓSTR® MiniFiler™ também 
não foi possível obter um perfil genético para a amostra 1058.  
As amostras colocadas nas mesmas condições ambientais que a amostra 1058, quando 
extraídas pelos kits QIAamp DNA Investigator e DNA IQ System não possibilitaram a 
recuperação de material suficiente para a sua amplificação (Tabela 13 – Anexo I).  
 
Na tentativa de se obter a tipagem para estas amostras foi utilizado o kit AmpFℓSTR® 
NGM SElect™. Na Tabela 20 estão apresentadas as condições experimentais realizadas para as 
amostras 54 e 1058 com este kit de amplificação. 
 
Tabela 20 - Condições de amplificação e aplicação das amostras 54 e 1058 enterradas em solo argiloso 
com o kit AmpFℓSTR® NGM SElect™.  
  
Amostra Tipo Tempo Extração 
Quantificação 
(ng/l) 
IPC 
Amplificação 
NGM  SElect*  (l) 
Aplicação 
(l) 
Tempo de 
injeção (s) 
Perfil 
54 Oa 1 dia Chelex  0,0472 28.68 10 1 20 Completo 
1058 Pg 7 dias Chelex  0,0423 28.44 10 1 20 Parcial 
*Volume final da reação de amplificação com o kit AmpFℓSTR® NGM é 25l 
 
Nestas condições, foi possível obter um perfil completo para a amostra 54 (Figura 27 em 
Anexo II), no entanto o mesmo não se verificou para a amostra 1058, da qual resultou apenas 
um perfil parcial (Figura 28 em Anexo II). Estes resultados permitem concluir que a amostra 
1058 se encontrava bastante mais degradada e com inibidores presentes, do que a amostra 
54. 
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4.3. Amostras colocadas em solo arenoso  
 
 Ao comparar os resultados da quantificação das amostras recolhidas do solo arenoso 
nos mesmos primeiros 3 dias durante as épocas de verão e inverno verificou-se que a 
quantidade de ADN presente nas amostras de verão (mínima (min) a máx: ind. – 3,5145ng/l) 
foi em geral ligeiramente inferior à verificada nas amostras enterradas durante a época de 
inverno (min. a máx: 0,0357 – 55,2686ng/l), tendo a extração com QIAamp DNA Investigator 
como exemplo (Tabela 21 – Anexo I). A pluviosidade verificada durante os três dias 
antecedentes à colocação das amostras na época de verão (Tabela 22 a), juntamente com a 
temperatura elevada e própria desta época, proporcionaram uma maior degradação do ADN 
do que a verificada em igual período de inverno (Tabela 22 b). O aumento da pluviosidade ao 
longo do tempo na época de inverno poderá ter contribuído para a remoção do material 
biológico presente nos diferentes tecidos, o mesmo não se verificou para as amostras 
colocadas durante a época de verão. A diminuição de pluviosidade durante o verão 
juntamente com a temperatura elevada, levaram a um decréscimo da percentagem de 
humidade do solo, permitindo a conservação do ADN nestas amostras durante mais tempo. 
 
Tabela 22. Variação da temperatura (ºC) e precipitação (mm) ocorridas na Figueira da Foz, desde 3 dias 
antes da colocação das amostras em solo arenoso até 3 meses após a sua colocação durante a época de 
verão (a) e até 15 dias durante o inverno (b).   
 
 
a) Amostras colocadas no dia 30.06.2009 (verão):  
 
27.06.09 – 
29.06.09 (3 
dias antes da 
colocação) 
30.06.09 
(colocação) 
01.07.09 
 (1 dia) 
a 
03.07.09  
(3 dias) 
04.07.09 
a 
7.07.09 
(7 dias) 
08.07.09 
a 
15.07.09 (15 
dias) 
16.07.09 
a 
30.07.09 (30 
dias) 
31.07.09 
a 
28.09.09 
(3 meses) 
Precipitação 
(mm) 
15,1mm 0,1mm 0,1mm 3,0mm 0,3mm 0,9mm 11,6mm 
Temp min 
(ºC) 
10ºC 17,5ºC 13,5ºC 12ºC 10,5ºC 9ºC 8ºC 
Temp max 
(ºC) 
27ºC 28ºC 25ºC 24,5ºC 25,5ºC 27,5ºC 34ºC 
 
b) Amostras colocadas no dia 06.03.2010 (inverno):  
 
02.03.10 – 05.03.10 
(3 dias antes da 
colocação) 
06.03.10 
(colocação) 
07.03.10 (1 dia) 
a 
09.03.10 (3 dias) 
10.03.10 
a 
13.03.10 
(7 dias) 
14.03.10 
a 
21.03.10 (15 dias) 
Precipitação (mm) 0,0mm 0,0mm 12,8mm 0,3mm 39,5mm 
Temp min (ºC) 7ºC n.d. 0,5ºC 0,0ºC 5ºC 
Temp max (ºC) 18ºC n.d. 15ºC 18,5ºC 20ºC 
n.d. – dados não disponibilizados 
 
Para as amostras enterradas em solo arenoso durante o período de verão, foi possível 
obter-se quantidade de ADN suficiente para obter um perfil genético completo de amostras de 
sangue em algodão extraídas com Chelex e purificadas com Microcon® e NaOH até 3 meses 
(Figura 29). Para as amostras enterradas durante a época de inverno foi apenas possível 
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recuperar quantidade de ADN suficiente para obter um perfil genético completo em amostras 
de sangue em licra extraídas com QIAamp DNA Investigator até 7 dias.  
 
 
Figura 29. Fotografia do tecido de algodão do dador P enterrado em solo arenoso durante 3 meses no 
período de verão. 
 
O solo arenoso é o solo com pH mais neutro e o mais pobre em manganésio e zinco, 
quando comparado com os restantes solos (Tabela 4 em Material e Métodos). As 
características físicas, químicas e biológicas (anteriormente referidas na introdução) deste tipo 
de solo podem ajudar a explicar a reduzida taxa de degradação do ADN verificada, quando 
comparada com os restantes tipos de solos.  
 
Do total de 324 amostras quantificadas, foi possível obter-se material suficiente para a 
amplificação com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ / AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus em 108 amostras 
(Tabela 23 – Anexo I), resultando um perfil completo em 102 amostras e nas restantes 6 
obteve-se um perfil parcial. Foi ainda possível recuperar material suficiente para a amplificação 
com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ em 32 amostras tendo-se obtido um perfil genético completo 
em 16 amostras e um perfil parcial em quatro amostras. Onze amostras não possibilitaram a 
amplificação dos marcadores genéticos e uma amostra encontrava-se contaminada. A amostra 
543 (verão), continha apenas material extraído suficiente para amplificar com este kit. No 
entanto, foi ocasionalmente amplificada com AmpFℓSTR® Identifiler™ / AmpFℓSTR® 
Identifiler™ Plus tendo resultado num perfil completo. 
 
Ao analisar a Tabela 23 (Anexo I) verifica-se que para a época de verão foram obtidas 
um total de 60 amostras com perfil completo para o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ 
(contabilizando com a amostra 543), enquanto que na época de inverno foram obtidos apenas 
43 perfis genéticos completos. Verifica-se ainda que para a época de verão foram obtidas um 
total de 11 amostras com perfil completo para o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ enquanto que na 
época de inverno foram obtidos apenas 4 perfis genéticos completos. 
 
As condições de amplificação e aplicação para as amostras que apresentaram perfis 
parciais com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ e AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus encontram-se 
reunidas na Tabela 24. Provavelmente trata-se de amostras que apresentam em conjunto com 
o produto extraído, inibidores (ex. resina de pinheiro e sílica) que impedem a amplificação de 
alguns alelos dos marcadores de maior tamanho. 
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Tabela 24 - Condições de amplificação de amostras enterradas em solo arenoso com os kits AmpFℓSTR® 
Identifiler™ e AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus e sua aplicação.  
 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Quantificação 
(ng/l) 
IPC 
Amplificação 
Identifiler (l) 
Aplicação 
(l) 
Tempo de 
injeção (s) 
Perfil 
200 Nl 7 dias Chelex  0,5632 28.89 1a e 2a 1 20 Parcial 
901 Ng 1 dia Chelex  0,1987 28.68 6b e 10b 4 20 Parcial 
904 Pg 1 dia Chelex 0,2358 29.35 5b 4 20 Parcial 
977 Pg 3 dias Chelex  0,1390 28.44 10b 3 20 Parcial 
1031 Pg 3 dias QIAamp 0,3294 28.66 4a 4 20 Parcial 
1033 Pa 3 dias QIAamp 0,4324 27.49 1a e 10b 4 20 Parcial 
a – amostra amplificada com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ cujo volume final da reação é 12,5l e b –  amostras 
amplificadas com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus cujo volume final da reação é 25l. 
 
Os perfis genéticos das amostras extraídas por Chelex e purificadas com Microcon® e 
NaOH (200 (verão), 901 e 904 (inverno)) obtidos após amplificação não se encontraram 
completos. 
 
A amostra sujeita às mesmas condições que a amostra 200, quando extraída por DNA IQ 
System (amostra 362 – Tabela 23 em Anexo I) e amplificada com AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus, 
possibilitou a obtenção de um perfil completo, no entanto quando extraída com QIAamp DNA 
Investigator (amostra 542 – Tabela 23 em Anexo I) proporcionou apenas material suficiente 
para amplificar com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ (Tabela 21 - Anexo I), tendo-se obtido um 
perfil parcial. A amostra 362 poderia conter uma quantidade mais reduzida de inibidores, o 
que favoreceu os resultados apresentados para o kit DNA IQ System. 
Para os resultados desfavoráveis obtidos com a metodologia de extração com a resina 
Chelex poderá ainda ter contribuído o facto de a amostra conter muito ADN e ainda inibidores, 
justificando desta forma a não amplificação completa de alguns marcadores de maior e menor 
tamanho (Figura 30 – Anexo II). 
 
Para a amostra 901 os marcadores D7S820, CSF1PO, D2S1338, D18S51 e FGA, não 
amplificaram (Figura 31 – Anexo II). A reforçar a hipótese de se estar perante amostras com 
inibidores, temos os resultados obtidos para as amostras extraídas com kits DNA IQ System 
(amostra 1118 – Tabela 23 em Anexo I) e QIAamp DNA Investigator (amostra 919 – Tabela 23 
em Anexo I), que permitiram a obtenção de perfis genéticos completos quando amplificadas 
com AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus. Provavelmente a utilização destas metodologias permitiu 
eliminar os inibidores presentes nas amostras. 
 
A amostra 904 não proporcionou a amplificação completa dos alelos de alguns 
marcadores - D7S820, CSF1PO, D2S1338 e D18S51 (Figura 32 em Anexo II). As amostras 
sujeitas às mesmas condições que a amostra 904, quando extraídas com o kit QIAamp DNA 
Investigator (amostra 922 - Tabela 23 em Anexo I) e DNA IQ System (amostra 1121 - Tabela 23 
em Anexo I), possibilitaram a obtenção de perfis completos, quando amplificadas com 
AmpFℓSTR® Identifiler™ apoiando a hipótese da presença de inibidores no produto extraído. 
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As amostras 977 e 1031 (inverno), foram sujeitas às mesmas condições durante o 
mesmo período de tempo, mas foram extraídas por metodologias diferentes. O facto de alguns 
dos alelos dos marcadores de maior tamanho não terem amplificado, poderá mais uma vez 
indicar que se trata de amostras sujeitas a fatores de inibição (Figuras 33 e 34 em Anexo II). A 
amostra correspondente às anteriores, extraída com o kit DNA IQ System (amostra 1139 - 
Tabela 23 em Anexo I) e amplificada com o mesmo kit de amplificação, permitiu obter um 
perfil completo, reforçando a justificação anteriormente dada.  
 
O perfil genético da amostra 1033 (inverno), que foi extraída por QIAamp DNA 
Investigator, obtido após amplificação, não se encontrou completo para os marcadores de 
maior tamanho - CSF1PO e D2S1338 (Figura 35 em Anexo II). 
A amostra sujeita às mesmas condições pelo mesmo período de tempo, quando extraída 
pelo método de Chelex seguida de purificação com Microcon® e NAOH (amostra 979 - Tabela 
23 – Anexo I) e amplificada com AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus possibilitou a obtenção de perfil 
completo, no entanto, quando extraída pelo kit DNA IQ System (amostra 1141 - Tabela 23 – 
Anexo I) possibilitou apenas a obtenção de material extraído com quantidade suficiente para 
ser amplificado com AmpFℓSTR® MiniFiler™ (Tabela 21 – Anexo I) tendo-se obtido um perfil 
completo. Os resultados obtidos para a amostra 979 podem ser explicados pelo facto de a 
purificação com Microcon® e NAOH permitir neutralizar os inibidores existentes na amostra, o 
mesmo não se tendo passado para as amostras 1033 e 1141.   
 
Das amostras referidas anteriormente apenas foi possível amplificar a amostra 200 para 
o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ cujas condições de amplificação e aplicação se encontram 
reunidas na Tabela 25. Esta amostra continuou a apresentar um perfil parcial, permitindo 
sugerir que se trata de uma amostra com bastantes inibidores presentes (Figura 36 em Anexo 
II). 
 
 
Tabela 25 - Condições de amplificação e aplicação da amostra 200 enterrada em solo arenoso com o kit 
AmpFℓSTR® MiniFiler. 
 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Quantificação 
(ng/l) 
IPC 
Amplificação 
Minifiler* (l) 
Aplicação 
(l) 
Tempo de 
injeção (s) 
Perfil 
200 Nl 7 dias Chelex  0,5632 28.89 2 1 20 Parcial 
*Volume final da reação de amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ é 25l 
 
 
Das amostras anteriormente mencionadas, somente a amostra 904 apresentou um 
perfil genético individual com o kit AmpFℓSTR® NGM SElect™. Na Tabela 26 encontram-se as 
condições de amplificação e aplicação para este kit. Esta amostra apresentou um perfil 
completo contribuindo para a hipótese da presença de inibidores (Figura 37 em Anexo II), aos 
quais este kit é mais sensível. 
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Tabela 26 - Condições de amplificação e aplicação da amostra 904 enterrada em solo arenoso com o kit 
AmpFℓSTR® NGM SElect™.  
 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Quantificação 
(ng/l) 
IPC 
Amplificação 
NGM  SElect* (l) 
Aplicação 
(l) 
Tempo de 
injeção (s) 
Perfil 
904 Pg 1 dia Chelex 0,2358 29.35 5 1 20 Completo 
*Volume final da reação de amplificação com o kit AmpFℓSTR® NGM SElect™ é 25l 
 
 
As condições de amplificação e aplicação para as amostras que apresentaram perfis 
parciais com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ encontram-se reunidas na Tabela 27. 
 
Tabela 27 - Condições de amplificação e aplicação de amostras enterradas em solo arenoso com o kit 
AmpFℓSTR® MiniFiler™.   
 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Quantificação 
(ng/l) 
IPC 
Amplificação 
Minifiler (l)* 
Aplicação 
(l) 
Tempo de 
injeção (s) 
Perfil 
134 Ol 3 dias Chelex  0,0104 29.87 8 e 10 1 20 Parcial 
542 Nl 7 dias QIAamp 0,0168 28.89 10 2 20 Parcial 
982 Oa 3 dias Chelex  0,0327 28.84 10 1 20 Parcial 
1028 Ng 3 dias QIAamp 0,0357 27.61 10 1 20 Parcial 
* Volume final da reação de amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ é 25l 
 
Os perfis genéticos das amostras extraídas por Chelex e purificadas com Microcon® e 
NaOH (134 (verão), 982 (inverno)) obtidos após amplificação não se encontraram completos 
(Figuras 38 e 39 em Anexo II). 
 
A amostra sujeita às mesmas condições que a amostra 134, quando extraída com 
recurso ao kit QIAamp DNA Investigator, não permitiu a obtenção de quantidade de ADN 
nuclear para a sua amplificação com nenhum kit de amplificação de STRs. Contudo, a mesma 
amostra quando extraída com o kit DNA IQ System (amostra 116 – Tabela 23 – Anexo I) 
permitiu recuperar material suficiente para a sua amplificação com AmpFℓSTR® MiniFiler ™, 
apesar de não ter amplificado para nenhum dos marcadores (Tabela 21 – Anexo I). 
Para os resultados desfavoráveis obtidos com as diferentes metodologias de extração, 
poderá ter contribuído o facto de se tratar de uma mancha de sangue em licra, uma vez que a 
crosta de sangue formada à superfície do tecido pode ter sido eliminada. A redução da 
quantidade de sangue na superfície do tecido terá contribuído para a consequente diminuição 
da possibilidade da amplificação completa dos alelos de alguns dos marcadores - D7S820, 
D16S539 e Amelogenina, na amostra 134 (Figura 38 – Anexo II). 
 
A amostra 982 não amplificou totalmente para os marcadores D21S11, D7S820, 
D16S539 e Amelogenina (Figura 39 – Anexo II). O resultado obtido para esta amostra poderá 
ser explicado pela presença de inibidores (ex. resina de pinheiro e sílica), podendo ainda ter 
contribuído para este fator uma reduzida impregnação da mancha ou a variação no número de 
células nucleadas existente em 30l de sangue. 
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As correspondentes amostras, sujeitas às mesmas condições de degradação do que a 
amostra 982, extraídas com recurso aos kits DNA IQ System (amostra 1144 – Tabela 23 em 
Anexo I) e QIAamp DNA Investigator (amostra 1036 – Tabela 23 em Anexo I) e os produtos 
extraídos amplificados com AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus possibilitaram a obtenção de perfis 
completos, favorecendo a ideia já apresentada da eliminação dos inibidores por estes kits.  
 
Os perfis genéticos das amostras 542 (verão) e 1028 (inverno), ambas extraídas por 
QIAamp DNA Investigator, não se encontram completos (Figura 40 e 41 em Anexo II). 
A amostra 542 é uma mancha de sangue em licra. A amostra sujeita às mesmas 
condições ambientais, quando extraída com recurso ao kit DNA IQ System (amostra 362 – 
Tabela 23 em Anexo I) e o produto extraído amplificado com AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
possibilitou a obtenção de perfil completo, no entanto, a amostra correspondente quando 
extraída por Chelex e purificada com Microcon® e NaOH (amostra 200 – Tabela 23 em Anexo 
I), apesar de conter quantidade de produto extraído suficiente para ser amplificado com 
AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus, não possibilitou a obtenção de um perfil completo (Tabelas 21 e 
23 – Anexo I). Assim, podemos colocar a hipótese de nesta amostra ter sido eliminada a crosta 
de sangue formada à superfície do tecido, reduzindo a possibilidade da amostra amplificar 
totalmente para o marcador D13S317 (Figura 40 – Anexo II). Poderá ainda colocar-se a 
hipótese de haver alguns inibidores presentes (ex. resina de pinheiro, sílica), que não tenham 
sido totalmente removidos durante a extração, apesar de o valor de IPC obtido se encontrar 
dentro dos valores normais, que se deve muito provavelmente, à utilização de BSA. 
 
A amostra 1028 encontra-se incompleta para os marcadores D2S1338, D16S539 e 
D21S11 (Figura 41 – Anexo II). Esta amostra constitui uma mancha de sangue em ganga, que 
associada aos inibidores possivelmente presentes no produto extraído (ex. resina de pinheiro e 
índigo), poderá apresentar uma reduzida quantidade de células nucleadas inicial. 
A mesma amostra, quando extraída com recurso ao kits DNA IQ System (amostra 1136 – 
Tabela 23 em Anexo I) e o produto extraído amplificado com AmpFℓSTR® MiniFiler™ 
possibilitou a obtenção de um perfil completo, no entanto, quando extraída por Chelex seguida 
de purificação com Microcon® e NaOH (amostra 974 – Tabela 23 em Anexo I), apesar de 
conter material suficiente para a sua amplificação com AmpFℓSTR® MiniFiler™, não 
proporcionou a amplificação de qualquer marcador (Tabelas 21 e 23 – Anexo I). Estes 
resultados corroboram com a hipótese apresentada, de que se trata de amostras com 
inibidores.  
  
 
4.4. Amostras colocadas à superfície do solo de um bosque 
  
Analisando e comparando os resultados da quantificação das amostras colocadas à 
superfície do solo de um bosque durante os primeiros 15 dias nas épocas de verão e inverno, 
verificou-se que a quantidade de ADN presente nas amostras da época de verão (min. a máx 
para o kit QIAamp DNA Investigator: 0,0116 – 0,3848ng/l) foi de um modo geral, com os três 
métodos de extração, ligeiramente inferior à verificada nas amostras colocadas durante a 
época de inverno (min. a máx para o kit QIAamp DNA Investigator: 0,0472 – 8,9641 ng/l) 
(Tabela 28 – Anexo I). A humidade verificada durante os 15 primeiros dias do período de verão 
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(Tabela 29a) aliada ao calor próprio desta época, terão promovido uma maior degradação do 
ADN, quando comparada com o mesmo período de tempo no inverno. Verificou-se ainda que 
apesar da percentagem de humidade relativa ser idêntica em ambas as épocas, a degradação 
do ADN foi menor durante a época de inverno. Tal facto deveu-se, muito provavelmente, à 
baixa temperatura própria desta época assim como a reduzida pluviosidade verificada (Tabela 
29b), que terão contribuído para a conservação do ADN. Após este período, verificou-se uma 
diminuição menos acentuada da quantidade de ADN durante a época de verão, quando 
comparada com as amostras colocadas durante a época de inverno, presumivelmente devido à 
diminuição da percentagem de humidade e aumento da temperatura, que levaram à secagem 
rápida do tecido (Tabela 29a). A partir desta altura, o aumento da temperatura na época de 
inverno (Tabela 29b) juntamente com a humidade e pluviosidade elevadas terão levado ao 
aumento da atividade bacteriana, e consequente à degradação e remoção do ADN, presente 
nos diferentes tecidos.  
 
 
Tabela 29. Variação da temperatura (ºC), precipitação (mm) e percentagem de humidade (%) ocorridas 
em Coimbra, desde 3 dias antes da colocação das amostras em solo arenoso até 3 meses após a sua 
colocação durante a época de verão (a) e até 30 dias durante o inverno (b).   
 
a) As amostras foram colocadas no dia 30.06.2009 (verão):  
 
27.06.09 – 
29.06.09 (3 
dias antes 
da 
colocação) 
30.06.09 
(colocação) 
01.07.09  
(1 dia) 
a 
03.07.09  
(3 dias) 
04.07.09 
a 
7.07.09 (7 
dias) 
08.07.09 
a 
15.07.09 (15 
dias) 
16.07.09 
a 
30.07.09 (30 
dias) 
31.07.09 
a 
28.09.09 
(3 meses) 
Precipitação 
(mm) 
17,8mm 0,1mm 0,3mm 1,3mm 1,4mm 27,2mm 22,9mm 
Temp min 
(ºC) 
12,5ºC 18,5ºC 15ºC 13,5ºC 12,5ºC 11,5ºC 10,5ºC 
Temp max 
(ºC) 
27,5ºC 26,5ºC 26,5ºC 25ºC 29ºC 35,5ºC 37,5ºC 
Humidade 
min (%) 
39% 60% 62% 48% 40% 30% 5% 
Humidade 
max (%) 
97% 92% 97% 98% 98% 98% 98% 
 
Variação da temperatura entre 16.07.2009 e 30.07.2009: de 17.07.2009 a 19.07.2009 houve um 
aumento brusco de temperatura: a temperatura mínima passou de 11,5ºC para 15,5ºC e a máxima de 
22,5ºC para 35,5ºC. Após este período há uma diminuição de temperatura máxima a 22.07.2009, 
passando esta a ser de 22,5ºC. A temperatura mínima subiu para 16,5ºC. Posteriormente, ocorre um 
novo aumento das temperaturas mínimas e máximas.  
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b) As amostras foram colocadas no dia 06.03.2010 (inverno):  
 
02.03.10 – 
05.03.10 (3 dias 
antes da 
colocação) 
06.03.10 
(colocação) 
07.03.10  
(1 dia) 
a 
09.03.10  
(3 dias) 
10.03.10 
a 
13.03.10 (7 
dias) 
14.03.10 
a 
21.03.10 (15 
dias) 
22.03.10 
a 
05.04.10 (30 
dias) 
Precipitação 
(mm) 
0mm 0mm 0mm 0mm 22,5mm 26,1mm 
Temp min (ºC) 8,5ºC 8,5ºC 1,5ºC 2ºC 7,5ºC 5ºC 
Temp max (ºC) 17,5ºC 13,5ºC 14ºC 15ºC 20ºC 21ºC 
Humidade min 
(%) 
35% 62% 32% 21% 28% 52% 
Humidade max 
(%) 
98% 92% 100% 91% 100% 100% 
 
 
Variação da temperatura entre 22.03.2010 e 05.04.2010: entre 22.03.2010 e 23.03.2010 
verificou-se um aumento das temperaturas mínima (8,5ºC) e máxima (19ºC). Posteriormente ocorreu 
um aumento da temperatura mínima, atingindo os 12,5ºC e uma diminuição da temperatura máxima 
para 16ºC (24.03.2010). A partir desta altura, a temperatura mínima diminuiu para 6ºC e a máxima 
aumentou ligeiramente até aos 17,5ºC (28.03.2010). A temperatura mínima voltou a aumentar até aos 
10ºC e a temperatura máxima diminuiu ligeiramente até aos 15ºC (30.03.2010). 
 
 
Para as amostras de sangue colocadas à superfície do solo de um bosque durante o 
verão, foi possível obter-se quantidade de ADN suficiente para ter perfis genéticos completos 
para algumas manchas de sangue em algodão, extraídos pelos diversos métodos até 3 meses 
(Figura 42a). Para as manchas de sangue colocadas durante o inverno foi só possível recuperar 
quantidade de ADN suficiente para obtenção de perfis genéticos completos em amostras de 
sangue em licra extraídas com QIAamp DNA Investigator e DNAIQ System, até 30 dias (Figura 
42b). 
 
a)                                                    b) 
   
 
Figura 42. a) Fotografia do tecido de algodão do dador P colocado à superfície do solo de um bosque 
durante 3 meses no período de verão b) Fotografia do tecido de licra do dador P colocado à superfície 
do solo de um bosque durante 30 dias no período de inverno. 
 
Do total de amostras analisadas (351), foi possível obter-se material extraído suficiente 
para a amplificação com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ em 203 amostras e destas foi possível 
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obter um perfil completo em 191 amostras, obteve-se um perfil parcial em dez amostras e 
duas amostras não apresentaram amplificação dos marcadores. Foi ainda possível obter-se 
material suficiente para a amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ em 29 amostras. 
Destas, apenas uma não proporcionou a amplificação dos marcadores, tendo as restantes 
originado um perfil completo (Tabelas 28 e 30 - Anexo I). 
Ao analisar a Tabela 30 (Anexo I) verifica-se que para a época de verão foram obtidas 
um total de 88 amostras com perfil completo para o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ enquanto que 
na época de inverno foram obtidos 103 perfis genéticos completos. Pode ainda verificar-se que 
para a época de verão foram obtidas um total de 26 amostras com perfil completo para o kit 
AmpFℓSTR® MiniFiler™ enquanto que na época de inverno foram obtidos apenas 7 perfis 
genéticos completos.  
 
As condições de amplificação e aplicação para as amostras que apresentaram perfis 
parciais com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ encontram-se reunidas na Tabela 31. Estas amostras 
terão a presença de inibidores no produto extraído e/ou alguma degradação. Em algumas 
amostras poderá ainda ocorrer inibição da amplificação por excesso de material, fator que 
reduz a possibilidade da amplificação completa dos alelos de alguns dos marcadores de menor 
tamanho. 
 
 
Tabela 31 - Condições de amplificação e aplicação de amostras colocadas à superfície do solo de um 
bosque com os kits AmpFℓSTR® Identifiler™ e AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus. 
 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Quantificação 
(ng/l) 
IPC 
Amplificação 
Identifiler* (l) 
Aplicação 
(l) 
Tempo de 
injeção (s) 
Perfil 
407 Nl 7 dias Chelex  0,1882 28.90 3a e 4a, 7b e 10b 4 20 Parcial 
410 Pl 7 dias Chelex  0,1358 29.01 3a, 5a, 8b e 10b 4 20 Parcial 
413 Ol 7 dias Chelex  0,5901 28.03 1a e 2b 4 20 Parcial 
416 Nl 15 dias Chelex  0,1825 27.59 3a, 4a, 6b e 10b 4 20 Parcial 
418 Pg 15 dias Chelex  0,1127 29.89 4a, 5a e 10b 4 20 Parcial 
420 Pa 15 dias Chelex  0,2931 28.57 3a 5b, 6b 4 20 Parcial 
486 Oa 7 dias DNAIQ 0,4784 28.99 1a, 2a, 3a, 3b e 4b 4 20 Parcial 
612 Oa 7 dias QIAamp 0,1316 28.81 10b 4 20 Parcial 
699 Pa 30 dias Chelex  0,1059 28.84 10b 1 20 Parcial 
973 Oa 3 dias Chelex  0,2471 27.61 3b e 6b 3 20 Parcial 
*a – amostras amplificadas com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ cujo volume final da reação é 12,5l e  
*b- amostras amplificadas com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus cujo volume final da reação é 25l. 
 
 
Os perfis genéticos das amostras 410, 418 (verão) e 973 (inverno) extraídas por Chelex, 
obtidos após amplificação não se encontraram completos para alguns marcadores de maior 
tamanho (Figuras 43, 44 e 45, 46 e 47 em Anexo II).  
 
As amostras sujeitas às mesmas condições que as amostras 410, 418 e 973, extraídas 
com os kits QIAamp DNA Investigator e DNA IQ System possibilitaram a obtenção de perfis 
genéticos completos, quando amplificadas com AmpFℓSTR® Identifiler™ ou com AmpFℓSTR® 
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Identifiler™ Plus, colaborando com a hipótese de se tratarem de amostras com alguns 
inibidores presentes, uma vez que estes métodos possibilitam a purificação das amostras.  
 
O perfil genético da amostra 416 (verão) extraída por Chelex, obtido após amplificação 
não se encontrou completo para o marcador D16S539 (Figura 48 em Anexo II).  
A mesma amostra, quando extraída com recurso ao kit DNA IQ System (amostra 488 - 
Tabela 30 – em Anexo I) e amplificada com AmpFℓSTR® MiniFiler™ permitiu obter um perfil 
completo, no entanto quando extraída com o kit QIAamp DNA Investigator (amostra 614 - 
Tabela 30 – em Anexo I), apesar de conter material suficiente para ser amplificada com 
AmpFℓSTR® MiniFiler™ (Tabela 28 - Anexo I), não permitiu a obtenção de qualquer perfil, o 
que poderá indicar a presença de ADN degradado.  
 
Os perfis genéticos das amostras 486 e 612 (verão), sujeitas às mesmas condições 
durante o mesmo período de tempo, foram extraídas pelos kits DNA IQ System e QIAamp DNA 
Investigator, respetivamente. Após amplificação, os seus perfis genéticos não se encontraram 
completos para alguns marcadores de menor e maior tamanho no caso da amostra 486, e 
apenas o marcador D2S1338 para a amostra 612 (Figuras 49 e 50 em Anexo II). 
A amostra sujeita às mesmas condições durante o mesmo período temporal, extraída 
com Chelex (amostra 414 – Tabela 30 em Anexo I) e amplificada com AmpFℓSTR® Identifiler™ 
Plus permitiu a obtenção de um perfil completo. Tal facto pode dever-se à presença de 
material muito concentrado na amostra 486 após a extração com o DNA IQ System, que 
poderá ter inibido a amplificação destes marcadores. A amostra 612 poderá conter no produto 
extraído, alguns inibidores que não foram removidos durante a extração e que poderão ter 
inibido a amplificação desse marcador.  
  
 Os perfis genéticos das amostras 407, 413, 420 e 699 (verão) extraídas por Chelex, e 
obtidos após amplificação não se encontraram completos para alguns dos alelos dos 
marcadores de maior tamanho (Figuras 51 – 56 em Anexo II). 
Estas amostras quando extraídas com os kits QIAamp DNA Investigator e DNA IQ System 
possibilitaram a obtenção de perfis completos, quando amplificadas com AmpFℓSTR® 
Identifiler™ e/ou AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus, exceto a amostra correspondente à amostra 
699, que só permitiu a recuperação de ADN suficiente para a sua amplificação com o kit 
AmpFℓSTR® MiniFiler™, quando extraída com o kit QIAamp DNA Investigator (amostra 735 - 
Tabela 30 em Anexo I) tendo resultado num perfil completo (Tabela 28 – Anexo I).  
As amostras 407, 413, 420 e 699, quando amplificadas com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ 
possibilitaram a obtenção de perfis genéticos completos (Figuras 57 a 60 - Anexo II). Tal 
evidência reforça a hipótese de estarmos perante amostras com alguma degradação e/ou 
inibidores presentes.  
As condições de amplificação e aplicação destas amostras encontram-se reunidas na 
Tabela 32.  
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Tabela 32 - Condições de amplificação e aplicação das amostras colocadas à superfície do solo de um 
bosque com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™.   
 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Quantificação 
(ng/l) 
IPC 
Amplificação 
Minifiler* (l) 
Aplicação 
(l) 
Tempo de 
injeção (s) 
Perfil 
407 Nl 7 dias Chelex  0,1882 28.90 10 1 20 Completo 
413 Ol 7 dias Chelex  0,5901 28.03 2 1 20 Completo 
420 Pa 15 dias Chelex  0,2931 28.57 4 1 20 Completo 
699 Pa 30 dias Chelex  0,1059 28.84 9 1 20 Completo 
*Volume final da reação de amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ é 25l 
 
 
4.5. Amostras colocadas num poço 
 
Para as amostras colocadas dentro de um poço foram efetuadas 81 extrações, não 
tendo sido possível recuperar em nenhuma das amostras, quantidade de ADN nuclear 
suficiente para amplificar com qualquer um dos kits de STRs (Tabela 33 – Anexo I), não se 
tendo obtido assim qualquer perfil genético dos indivíduos em estudo. O poço mostrou ser o 
ambiente em que mais rapidamente o ADN das amostras foi destruído/removido, impedindo a 
possibilidade de obtenção de perfis genéticos de uma amostra sujeita às condições de 
degradação referidas, mesmo durante um curto período de tempo (24 horas) (Figura 61). 
 
a)                                              b) 
   
 
Figura 61. Fotografias dos tecidos a) ganga e b) algodão, do dador P colocados dentro de um poço 
durante 1 dia.  
 
4.6. Amostras colocadas dentro de uma habitação  
 
Analisando os resultados da quantificação de ADN das 243 amostras colocadas dentro 
de uma habitação (Tabela 34 – Anexo I), verificou-se que a quantidade de ADN manteve-se 
relativamente estável ao longo dos 24 meses. Parece ter havido um ligeiro decréscimo na 
quantidade de ADN entre a primeira colheita e a dos 7 dias, muito provavelmente devido à 
variação da percentagem de humidade e temperatura registada (Tabela 35) mantendo-se 
novamente estável ao longo do restante tempo. A variação verificada na quantidade ADN 
entre as diversas colheitas era espectável, uma vez que o número de células nucleadas 
existente em 30l de sangue é variável. 
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Tabela 35. Variação da temperatura (ºC) e humidade (%) ocorridas dentro da habitação durante 2 anos.    
 
 
01.07.09 
(1 dia) 
a 
03.07.09 
(3 dias) 
04.07.09 
a 
7.07.09 
(7 dias) 
08.07.09 
a 
15.07.09 
 (15 dias) 
16.07.09 
a 
30.07.09 
(30 dias) 
31.07.09 
a 
28.09.09 
(3 meses) 
29.09.09 
a 
26.12.09 
(6 meses) 
27.12.09 
a 
01.07.10 
(12 meses) 
01.01.10 
a 
01.07.11 
(24 meses) 
Humidade 
min (%) 
67% 43% 40% 75% 29% 15% 10% 13% 
Humidade 
max (%) 
72% 71% 66% 87% 65% 84% 72% 80% 
Temp min 
(ºC) 
21ºC 19,6ºC 19,6ºC 19,7ºC 18,7ºC 11ºC 19ºC 18ºC 
Temp max 
(ºC) 
22,4ºC 23,7ºC 24,9ºC 29ºC 29ºC 28ºC 37ºC 30ºC 
 
 
Para as amostras de sangue colocadas dentro de uma habitação, foi possível obter-se 
perfis genéticos completos para maioria das manchas de sangue nos três tipos de tecido, 
extraídos pelos diversos métodos até ao fim de 24 meses.  
 
Da totalidade de amostras quantificadas (243), foi possível obter-se ADN nuclear 
suficiente para a amplificação com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ em 233 amostras, tendo-se 
obtido perfis completos em 223 amostras. Das restantes dez amostras, em quatro obteve-se 
um perfil parcial, cinco não apresentaram amplificação dos marcadores e uma encontrava-se 
contaminada. Foi ainda possível obter-se material suficiente para a amplificação com o kit 
AmpFℓSTR® MiniFiler™ em dez amostras, tendo-se obtido um perfil completo em sete (Tabelas 
34 e 36 – Anexo I) e uma não apresentou amplificação dos marcadores. As restantes duas 
amostras (amostras 168 e 1508), apesar de conterem material extraído suficiente para 
amplificar com este kit, a sua amplificação foi testada com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ / 
AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus tendo-se obtido perfis completos. 
 
As 6 amostras que não possibilitaram a obtenção de qualquer perfil genético com 
nenhum dos kits de STRs testados, pertencem aos três indivíduos, foram extraídas pelos três 
métodos e são de colheitas diversas ao longo dos 24 meses. A quantidade de ADN obtida em 
cinco das amostras era suficiente para a obtenção de perfis completos com AmpFℓSTR® 
Identifiler™ e apenas uma apresentava material extraído suficiente para a sua amplificação 
com AmpFℓSTR® MiniFiler™.  
O facto de não se ter obtido qualquer perfil, pode dever-se a características intrínsecas à 
própria amostra ou resultar da presença de inibidores.  
 
As condições de amplificação e aplicação para as amostras que apresentaram perfis 
parciais com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ encontram-se reunidas na Tabela 37. Poderão 
tratar-se de amostras que apresentam, em conjunto com o produto extraído, inibidores que 
impediram a amplificação dos alelos de alguns dos marcadores de maior tamanho. 
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Tabela 37 - Condições de amplificação com os kits AmpFℓSTR® Identifiler™ e AmpFℓSTR® Identifiler™ 
Plus e aplicação de amostras colocadas dentro de uma habitação.  
 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Quantificação 
(ng/l) 
IPC 
Amplificação 
Identifiler (l) 
Aplicação 
(l) 
Tempo de 
injeção (s) 
Perfil 
155 Nl 1 dia Chelex  0,1423 28.90 
1a, 3a e 5a, 9b e 
10b 
3 20 Parcial 
183 Na 15 dias Chelex  0,1227 29.75 4a e 5a 4 20 Parcial 
186 Pa 15 dias Chelex  0,1445 32.08 1a, 4a e 5a, 10b 4 20 Parcial 
559 Ng 6 meses DNAIQ 0,1574 28.82 3a e 5a, 6b e 10b 4 20 Parcial 
a – amostras amplificadas com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ cujo volume final da reação é 12,5l e b – amostras 
amplificadas com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus cujo volume final da reação é 25l. 
 
 
Os perfis genéticos das amostras 155 e 186 extraídas por Chelex, obtidos após 
amplificação, não se encontraram completos para o marcador D18S51 (Figuras 62 e 63 em 
Anexo II).  
As amostras colocadas durante o mesmo período de tempo e extraídas com os kits 
QIAamp DNA Investigator e DNA IQ System possibilitaram a obtenção de perfis completos, 
quando amplificadas com AmpFℓSTR® Identifiler™ e AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus (Tabela 36 – 
Anexo I), corroborando a hipótese acima apresentada. 
 
Os perfis genéticos das amostras 183 e 559, extraídos por Chelex e DNA IQ System, 
respetivamente, obtidos após amplificação, não se encontraram completos nos marcadores de 
maior tamanho (Figuras 64 e 65 em Anexo II). 
As mesmas amostras quando extraídas pelos outros métodos possibilitaram a obtenção 
de perfis completos, quando amplificadas com o mesmo kit de amplificação (Tabela 36 – 
Anexo I).  
Para as amostras 183 e 559, foi ainda possível completar o perfil ao recorrer ao kit de 
amplificação AmpFℓSTR® MiniFiler™ (Figuras 66 e 67 em Anexo II). Tal facto potencia a 
evidência de que estamos perante amostras com alguns fatores de inibição. 
As condições de amplificação e aplicação para estas amostras estão apresentadas na 
Tabela 38.  
 
Tabela 38 - Condições de amplificação e aplicação das amostras 183 e 559 colocadas numa habitação 
com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™.   
 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Quantificação 
(ng/l) 
IPC 
Amplificação 
Minifiler* (l) 
Aplicação 
(l) 
Tempo de 
injeção (s) 
Perfil 
183 Na 15 dias Chelex 0,1227 29.75 4 1 20 Completo 
559 Ng 
6 
meses 
DNAIQ 0,1574 28.82 4 1 20 Completo 
*Volume final da reação de amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ é 25l 
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4.7. Amostras sujeitas a lavagem com detergente 
 
Das 54 amostras de sangue lavadas com detergente e extraídas com os diferentes 
métodos, a maioria possibilitou a obtenção de perfis genéticos completos (mesmo após a 
segunda lavagem). A licra foi o tecido que nem sempre proporcionou a recuperação de 
quantidade de ADN extraída suficiente para ser amplificado (Tabela 39 – Anexo I). 
A lavagem com detergente (marca SKIP) não mostrou ser muito eficaz na remoção do 
ADN das amostras, talvez devido à sua constituição não ser a adequada para este efeito ou por 
as manchas de sangue terem ficado demasiado tempo à temperatura ambiente até à sua 
lavagem (2 meses), o que levou a que as células sanguíneas ficassem retidas nas fibras do 
tecido dificultando a sua libertação a 30ºC mesmo durante 1 hora e 30 minutos de lavagem. 
 
Das amostras analisadas, foi possível obter-se material extraído suficiente para a 
amplificação com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ em 48 amostras, 47 amostras resultaram num 
perfil completo e apenas uma não apresentou amplificação dos marcadores. Foi possível obter 
ainda em 4 amostras, material extraído suficiente para a amplificação com o kit AmpFℓSTR® 
MiniFiler™, em três das quais obteve-se um perfil completo e uma apresentou um perfil parcial 
(Tabelas 39 e 40 – Anexo I). 
As condições de amplificação e aplicação para a amostra que apresentou um perfil 
parcial com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ encontram-se reunidas na Tabela 41. 
 
 
Tabela 41 - Condições de amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ e aplicação da amostra 1407 
lavada com detergente 2ª vez.  
 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Quantificação 
(ng/l) 
IPC 
Amplificação 
Minifiler* (l) 
Aplicação 
(l) 
Tempo de 
injeção (s) 
Perfil 
1407 Nl 2ª DNAIQ 0,0123 28.39 10 1 20 Parcial 
*Volume final da reação de amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ é 25l 
 
 
O perfil genético da amostra 1407 extraída por DNA IQ System, obtido após 
amplificação, não se encontrou completo para os marcadores D21S11, D13S317 e D7S820 
(Figura 68 em Anexo II).  
A mesma amostra quando extraída com recurso ao kit QIAamp DNA Investigator 
(amostra 1425 - Tabela 40 - Anexo I) e o produto extraído amplificado com AmpFℓSTR® 
Identifiler™ possibilitou a obtenção de perfil completo, no entanto a amostra quando extraída 
por Chelex não possibilitou a obtenção de quantidade de material suficiente para a sua 
amplificação por nenhum kit de amplificação de STRs (Tabela 39 - Anexo I). 
O facto de se tratar de uma mancha de sangue em licra pode ajudar a explicar os 
resultados obtidos, como já foi descrito anteriormente para outras amostras no mesmo tipo 
de suporte. 
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4.8. Amostras sujeitas a lavagem com lixívia 
 
Na maioria das 54 amostras de sangue lavadas com lixívia, não foi possível obter-se 
quantidade suficiente de ADN nuclear extraído para a sua amplificação (Tabela 42 – Anexo I). 
O único tecido que possibilitou a obtenção de perfis genéticos completos quando extraídos por 
qualquer um dos métodos foi a ganga (após a primeira lavagem). A ganga apresenta uma 
matriz na sua constituição que pode levar a uma maior retenção das células sanguíneas, 
dificultando a destruição das mesmas pelo hipoclorito de sódio. 
O hipoclorito de sódio degrada o ADN através da oxidação das ligações de hidrogénio 
existentes, por modificações introduzidas nas bases nucleotídicas, o que leva à formação de 
produtos cloridratos, promovendo assim a desnaturação das cadeias e degradação do ADN 
(Kemp and Smith, 2005). 
 
Das 54 amostras quantificadas, foi apenas possível obter-se material suficiente para a 
amplificação com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™ (Tabela 42 – Anexo I) em 5 amostras, quatro 
amostras resultaram num perfil completo e uma não apresentou amplificação dos marcadores 
(Tabela 43 – Anexo I), o que corrobora estarmos perante amostras com ADN degradado. 
 
 
 
4.9. Considerações gerais 
 
 
O algodão foi o suporte que, no geral, permitiu a obtenção de um maior número de 
perfis genéticos completos, quando a amostra continha ADN suficiente para ser amplificado. 
A ganga e a licra mostraram ser suportes mais problemáticos. A ganga, possivelmente 
por ser corada com índigo azul, comprovadamente um inibidor da PCR. A licra por ser um 
material sintético que não absorve completamente o sangue, provocando a formação de 
crostas facilmente removidas pelo próprio manuseamento do suporte, resultando na perda do 
material biológico. 
 
No solo pantanoso verificou-se uma maior degradação do ADN presente nas amostras, 
assim como do próprio suporte, quando comparado com os restantes tipos de solo. Este é um 
solo quimicamente ácido, rico em cofatores de nucleases que degradam o ADN. É um solo 
muito húmido que na presença de calor leva a uma elevada proliferação bacteriana que, 
consequentemente, conduz à libertação de nucleases que degradam o ADN. É um solo rico em 
ácidos húmicos, também comprovadamente inibidores da PCR.  
 
No solo argiloso, solo rico em ácidos húmicos, a degradação verificada variou 
consideravelmente com as alterações da temperatura e humidade. Este é um solo igualmente 
ácido, rico em cofatores de nucleases que degradam o ADN. É um solo compacto, retém 
humidade que na presença de calor leva à proliferação bacteriana e à degradação do ADN 
pelas nucleases libertadas. Estes fatores ajudam a explicar a degradação rápida do ADN 
verificada no verão, quando comparada com o mesmo período temporal de permanência das 
amostras na época de inverno. 
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O solo arenoso conservou melhor o material biológico, devido à baixa humidade e 
reduzida proliferação microbiana. Em contrapartida, promoveu a lavagem do material 
biológico na presença de pluviosidade. Trata-se de um solo pouco ácido, menos rico em 
cofatores de nucleases que degradam o ADN, quando comparado com os restantes solos. É 
muito pouco compacto, devido a sua constituição, sendo por isso muito permeável o que 
promove o arejamento do solo na presença de calor, mas também a permeabilidade à chuva. 
 
A superfície do solo do bosque foi o ambiente que possibilitou a conservação das 
amostras durante mais tempo na época de inverno, provavelmente devido à baixa 
pluviosidade verificada no intervalo de tempo de permanência das amostras.  
Este foi o ambiente que originou um maior número de perfis genéticos incompletos em 
amostras amplificadas com AmpFℓSTR® Identifiler™, apesar de conterem quantidade de ADN 
suficiente para proporcionar perfis completos. Tal facto pode dever-se à presença de 
inibidores inespecíficos da PCR. 
 
O poço mostrou ser um ambiente muito desfavorável, levando à remoção rápida do 
material biológico, impedindo a identificação genética das amostras num período de apenas 
24 horas. 
 
As amostras colocadas dentro de uma habitação conservaram-se durante um período de 
24 meses, permitindo a identificação genética completa da maioria das amostras, 
provavelmente devido à reduzida variação de amplitude da temperatura e humidade 
verificada durante o período de tempo em que permaneceram neste ambiente.  
Este ambiente apresentou algumas amostras nas quais não foi possível obter qualquer 
perfil genético com nenhum dos kits de STRs testados, apesar de terem quantidade de ADN 
suficiente para a obtenção de perfis completos com AmpFℓSTR® Identifiler™ ou AmpFℓSTR® 
MiniFiler™. Não foi encontrada uma explicação cabal para esta ocorrência. 
 
A lavagem com o detergente SKIP do suporte contendo o material biológico, não 
removeu totalmente o ADN presente nas amostras mesmo após a segunda lavagem, 
permitindo, deste modo, a identificação genética completa da maioria das amostras.  
As razões desta constatação podem prender-se com o facto da constituição do 
detergente não ser a adequada para a remoção de sangue de tecidos e/ou pelas manchas de 
sangue terem permanecido demasiado tempo à temperatura ambiente até a sua lavagem (2 
meses). Esta última circunstância pode ter contribuído para que as células sanguíneas ficassem 
presas às fibras do tecido, dificultando a sua libertação mesmo a 30ºC durante 1 hora e 30 
minutos de lavagem. 
 
A lavagem com lixívia levou à degradação total do material biológico no fim da 2ª 
lavagem, não permitindo a identificação genética da maioria das amostras. 
Esta situação pode ter resultado do hipoclorito de sódio degradar o ADN através da 
oxidação das ligações de hidrogénio, por modificações introduzidas nas bases nucleotídicas o 
que leva à formação de produtos cloridratos. Esta circunstância promove a desnaturação das 
cadeias e degradação do ADN. 
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O QIAamp DNA Investigator (QIAGEN) demonstrou ser um kit de extração muito versátil 
e eficaz na remoção de vários tipos de inibidores da PCR, sendo que o protocolo é simples e 
fácil de usar. A referida remoção ocorre devido à utilização de colunas de centrifugação para 
promover a purificação e recuperação de amostras biológicas com baixa quantidade de ADN, 
mesmo na presença de inibidores da PCR.  
 
O kit DNA IQ System (Promega) não demonstrou ser tão eficaz como o QIAamp DNA 
Investigator, permitindo, no entanto, a purificação e recuperação de amostras biológicas com 
baixa quantidade de ADN.  
A alteração na composição do buffer de lavagem do DNA IQ System aumentou a eficácia 
na remoção de inibidores e reduziu a perda de ADN durante o passo de lavagem, o que 
constitui uma inovação ao protocolo estabelecido. 
 
O método de extração que recorre à resina quelante Chelex permite a obtenção de uma 
quantidade razoável de ADN, de um modo simples, rápido e económico. Neste estudo, 
demonstrou ser pouco eficaz na remoção de inibidores da PCR. Contudo, a purificação do 
produto extraído com colunas Microcon®/Amicon® e hidróxido de sódio, permitiu uma eficaz 
neutralização da resina de pinheiro presente em algumas amostras, uma vez que o solo 
arenoso encontrava-se inserido num pinhal.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. Conclusões 
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Conclusões  
 
1ª O algodão foi o suporte que, no geral, permitiu a obtenção de um maior número de 
perfis genéticos completos, quando a amostra continha ADN suficiente para ser amplificado. 
A ganga e a licra mostraram ser suportes mais problemáticos.  
 
2ª No solo pantanoso verificou-se uma maior degradação do ADN presente nas 
amostras, assim como do próprio suporte, quando comparado com os restantes tipos de solo.  
 
3ª No solo argiloso, a degradação verificada variou consideravelmente com as 
alterações da temperatura e humidade.  
 
4ª O solo arenoso conservou melhor o material biológico, devido à baixa humidade e 
reduzida proliferação microbiana. Em contrapartida, promoveu a lavagem do material 
biológico na presença de pluviosidade.  
 
5ª A superfície do solo do bosque foi o ambiente que possibilitou a conservação das 
amostras durante mais tempo na época de inverno.  
 
6ª O poço mostrou ser um ambiente muito desfavorável, levando à remoção rápida do 
material biológico. 
 
7ª As amostras colocadas dentro de uma habitação conservaram-se durante um período 
de 24 meses, permitindo a identificação genética completa da maioria das amostras.  
 
8ª A lavagem com o detergente SKIP do suporte contendo o material biológico, não 
removeu totalmente o ADN presente nas amostras mesmo após a segunda lavagem, 
permitindo, deste modo, a identificação genética completa da maioria das amostras.  
 
9ª A lavagem com lixívia levou à degradação total do material biológico no fim da 
segunda lavagem, não permitindo a identificação genética da maioria das amostras. 
 
10ª O QIAamp DNA Investigator (QIAGEN) demonstrou ser um kit de extração muito 
versátil e eficaz na remoção de vários tipos de inibidores da PCR. 
 
11ª O kit DNA IQ System (Promega) não demonstrou ser tão eficaz como o QIAamp DNA 
Investigator, permitindo, no entanto, a purificação e recuperação de amostras biológicas com 
baixa quantidade de ADN.  
A alteração na composição do buffer de lavagem do DNA IQ System aumentou a eficácia 
na remoção de inibidores e reduziu a perda de ADN durante o passo de lavagem, o que 
constitui uma inovação ao protocolo estabelecido. 
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12ª O método de extração que recorre à resina quelante Chelex permite a obtenção de 
uma quantidade razoável de ADN, de um modo simples, rápido e económico. Neste estudo, 
demonstrou ser pouco eficaz na remoção de inibidores da PCR. Contudo, a purificação do 
produto extraído com colunas Microcon®/Amicon® e hidróxido de sódio, permitiu uma eficaz 
neutralização da resina de pinheiro presente em algumas amostras, uma vez que o solo 
arenoso se encontrava inserido num pinhal.  
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Tabela 9 – Continuação  
a)   b)  
 
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex & 
Purificação NaOH 
  (ng/l)           IPC 
QIAamp 
Investigator 
  (ng/l)        IPC 
 
Prepfiler 
(ng/l)     IPC          
 
Ng ind 30.78 0,0011 29.79 ind 31.40 
 
0,0015 32.41 
         
 
Nl 0,0008 30.46 0,0010 29.75 ind 37.30 
 
0,0058 35.03 
         
 
Na 0,0037 30.29 0,0014 29.82 0,0050 29.62 
 
-- -- 
         
Paúl 3 dias Pg 0,0017 30.24 ind 30.19 0,0083 33.94 
 
-- -- 
         
 
Pl 0,0018 30.48 0,0032 29.87 0,0031 29.77 
 
-- -- 
         
 
Pa 0,0087 30.36 0,0025 29.88 ind 29.73 
 
0,0077 35.74 
         
 
Og 0,0020 30.17 0,0038 29.75 ind 29.49 
 
0,0127 29.48 
         
 
Ol 0,0098 29.90 ind 29.50 0,0011 30.46 
 
-- -- 
         
 
Oa ind 30.54 ind 30.20 0,0014 30.62 
 
-- -- 
         
a)  
   
      
 
   
  
b)      
          
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex & 
Purificação NaOH 
  (ng/l)           IPC 
QIAamp 
Investigator 
  (ng/l)        IPC 
 
Prepfiler 
(ng/l)     IPC          
 
Ng 0,0040 30.04 0,0014 31.45 0,0009 30.46 
 
-- -- 
         
 
Nl 0,0005 28.81 ind 30.79 ind 29.82 
 
-- -- 
         
 
Na 0,0024 30.14 0,0054 30.99 0,0007 30.14 
 
-- -- 
         
Paúl 7 dias Pg 0,0050 30.39 0,0034 30.96 ind 30.49 
 
-- -- 
         
 
Pl 0,0023 30.23 0,0041 30.43 ind 30.26 
 
0,0030 37.42 
         
 
Pa ind 29.91 ind 31.35 ind 30.49 
 
0,0121 28.38 
         
 
Og 0,0050 28.86 0,0074 30.23 ind 30.10 
 
-- -- 
         
 
Ol 0,0088 30.43 0,0025 30.23 ind 29.36 
 
0,0062 30.81 
         
 
Oa 0,0069 29.86 0,0058 31.17 ind 30.10 
 
-- -- 
         
a)  
   
      
 
   
  
     
          
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex & 
Purificação NaOH 
  (ng/l)           IPC 
QIAamp 
Investigator 
  (ng/l)        IPC 
            
 
Ng ind 27.64 0,0004 29.82 ind 36.67 
            
 
Nl 0,0018 28.22 0,0011 28.80 ind 29.78 
            
 
Na 0,0076 28.47 0,0022 28.19 ind 29.10 
            
Paúl 15 dias Pg 0,0031 28.61 0,0014 28.68 ind 37.93 
            
 
Pl ind 28.75 0,0027 28.95 ind 39.78 
            
 
Pa 0,0036 28.44 0,0032 28.59 ind 28.98 
            
 
Og 0,0069 27.85 0,0014 28.40 ind 32.38 
            
 
Ol ind 29.00 0,0133 28.39 ind 28.67 
            
 
Oa 0,0062 28.46 ind 28.56 ind 39.05 
            
 
 88 
Tabela 11 - Perfis genéticos obtidos das amostras enterradas em solo pantanoso, extraídas pelos 3 
métodos e amplificadas com os kits AmpFℓSTR® Identifiler™, AmpFℓSTR® MiniFiler™ e AmpFℓSTR® 
NGM SElect™. 
 
Época Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético 
com Identifiler 
Perfil Genético 
com Minifiler 
Perfil Genético 
com NGM Se 
verão 
137 Nl 1 dia QIAamp n.a. Parcial sem perfil 
138 Na 1 dia QIAamp n.a. Completo n.a 
140 Pl 1 dia QIAamp n.a. Completo n.a 
141 Pa 1 dia QIAamp n.a. Completo n.a 
142 Og 1 dia QIAamp n.a. Completo n.a 
143 Ol 1 dia QIAamp n.a. Completo n.a 
575 Ol 15 dias Chelex n.a. sem perfil sem perfil 
n.a. – não aplicável 
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Tabela 13 – Continuação  
  
DNAIQ 
(ng/l)          IPC 
Chelex & Purificação 
NaOH 
  (ng/l)                IPC 
QIAamp Investigator 
    (ng/l)              IPC     
 
Ng ind 28.84 ind 28.10 ind 28.19 
    
 
Nl ind 28.37 ind 28.33 ind 28.06 
    
Argila Na ind 28.54 ind 28.16 0,0009 28.38 
    
30 dias Pg ind 29.15 0,0013 28.32 0,0033 28.42 
    
verão Pl ind 28.80 ind 28.46 ind 29.20 
    
 
Pa ind 28.57 ind 28.61 0,0018 28.71 
    
 
Og ind 28.03 ind 28.24 ind 28.52 
    
 
Ol ind 28.57 ind 28.29 ind 28.42 
    
 
Oa ind 28.04 ind 28.10 0,0044 28.79 
    
            
  
DNAIQ 
(ng/l)          IPC 
Chelex & Purificação 
NaOH 
  (ng/l)                IPC 
QIAamp Investigator 
    (ng/l)             IPC     
 
Ng 0,0025 27.67 0,0034 26.90 ind 27.26 
    
 
Nl ind 27.59 ind 26.92 ind 27.44 
    
Argila Na ind 27.82 ind 28.74 ind 27.59 
    
3 meses Pg ind 28.06 0,0030 26.59 ind 28.02 
    
verão Pl ind 27.97 ind 26.95 0,0052 27.78 
    
 
Pa 0,0011 27.76 ind 27.03 ind 27.81 
    
 
Og ind 27.69 ind 26.90 ind 27.56 
    
 
Ol ind 27.65 ind 28.1 ind 27.42 
    
 
Oa ind 27.46 0,0191 26.70 0,0031 27.23 
    
            
  
DNAIQ 
(ng/l)          IPC 
Chelex & Purificação 
NaOH 
  (ng/l)                IPC 
QIAamp Investigator 
    (ng/l)             IPC     
 
Ng ind 27.57 0,0062 28.93 ind 28.22 
    
 
Nl ind 27.50 ind 28.59 ind 27.33 
    
Argila Na ind 27.52 ind 28.88 0,0025 27.42 
    
6 meses Pg ind 27.63 0,0020 28.78 0,0012 28.12 
    
verão Pl 0,0015 27.71 ind 29.35 ind 27.73 
    
 
Pa ind 27.83 ind 28.99 ind 28.25 
    
 
Og ind 27.56 ind 33.67 0,0011 27.92 
    
 
Ol ind 27.57 ind 32.06 0,0021 28.84 
    
 
Oa ind 27.51 0,0094 32.68 ind 28.78 
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Tabela 15 - Perfis genéticos obtidos das amostras enterradas em solo argiloso durante as épocas de 
inverno e verão, extraídas pelos 3 métodos e amplificadas com os kits AmpFℓSTR® Identifiler™, 
AmpFℓSTR® MiniFiler™ e AmpFℓSTR® NGM SElect™. 
Época Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético 
com Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético 
com NGM Se 
verão 
46 Ng 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
47 Nl 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
48 Na 1 dia Chelex n.a. Completo n.a. 
49 Pg 1 dia Chelex n.a. Completo n.a. 
54 Oa 1 dia Chelex n.a. sem perfil Completo 
64 Ng 1 dia DNAIQ Parcial sem perfil 
sem material 
extraído 
66 Na 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
67 Pg 1 dia DNAIQ n.a. Completo n.a. 
72 Oa 1 dia DNAIQ n.a. Completo n.a. 
100 Ng 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
102 Na 3 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
103 Pg 3 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
106 Og 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
108 Oa 3 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
118 Ng 3 dias Chelex n.a. Completo n.a. 
119 Nl 3 dias Chelex n.a. Completo n.a. 
120 Na 3 dias Chelex n.a. Completo n.a. 
124 Og 3 dias Chelex n.a. sem perfil 
sem material 
extraído 
125 Ol 3 dias Chelex n.a. Completo n.a. 
197 Ol 7 dias Chelex n.a. sem perfil sem perfil 
226 Ng 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
227 Nl 1 dia QIAamp n.a. Completo n.a. 
228 Na 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
229 Pg 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
230 Pl 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
231 Pa 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
232 Og 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
233 Ol 1 dia QIAamp sem perfil sem perfil sem perfil 
234 Oa 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
334 Ng 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
335 Nl 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
336 Na 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
337 Pg 3 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
338 Pl 3 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
340 Og 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
341 Ol 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
342 Oa 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
353 Nl 7 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
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Tabela 15 – Continuação 
Época Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético 
com Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético 
com NGM Se 
verão 
355 Pg 7 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
356 Pl 7 dias DNAIQ n.a. sem perfil sem perfil 
360 Oa 7 dias DNAIQ n.a. Parcial sem perfil 
532 Ng 7 dias QIAamp n.a. sem perfil sem perfil 
533 Nl 7 dias QIAamp n.a. Parcial sem perfil 
537 Pa 7 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
538 Og 7 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
539 Ol 7 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
540 Oa 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
603 Oa 15 dias DNAIQ n.a. 
Completo + picos 
inespecificos 
sem material 
extraído 
630 Oa 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
801 Oa 3 meses Chelex n.a. Completo n.a. 
inverno 
910 Ng 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
911 Nl 1 dia Chelex Parcial Completo n.a. 
912 Na 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
913 Pg 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
914 Pl 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
915 Pa 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
916 Og 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
917 Ol 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
918 Oa 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
928 Ng 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
929 Nl 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
930 Na 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
931 Pg 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
932 Pl 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
933 Pa 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
934 Og 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
935 Ol 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
936 Oa 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
983 Ng 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
984 Nl 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
985 Na 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
986 Pg 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
987 Pl 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
988 Pa 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
989 Og 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
990 Ol 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
991 Oa 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
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Tabela 15 – Continuação 
Época Amostra 
Tip
o 
Tempo 
Extraçã
o 
Perfil Genético com 
Identifiler 
Perfil Genético 
com Minifiler 
Perfil Genético 
com NGM Se 
inverno 
1037 Ng 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1038 Nl 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1039 Na 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1040 Pg 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1041 Pl 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1042 Pa 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1043 Og 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1044 Ol 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1045 Oa 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1058 Pg 7 dias Chelex n.a. sem perfil Parcial 
1062 Ol 7 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
1063 Oa 7 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
1073 Ng 7 dias QIAamp n.a. 
Completo + picos 
inespecificos 
sem perfil 
1075 Na 7 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
1077 Pl 7 dias QIAamp n.a. Parcial sem perfil 
1081 Oa 7 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
1127 Ng 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1129 Na 1 dia DNAIQ n.a. Completo n.a. 
1130 Pg 1 dia DNAIQ n.a. Completo n.a. 
1132 Pa 1 dia DNAIQ n.a. Completo n.a. 
1133 Og 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1134 Ol 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1135 Oa 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1148 Pg 3 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
1149 Pl 3 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
1151 Og 3 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
n.a. – não aplicável 
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Tabela 23 - Perfis genéticos obtidos das amostras enterradas em solo arenoso durante as épocas de 
inverno e verão, extraídas pelos 3 métodos e amplificadas com os kits AmpFℓSTR® Identifiler™, 
AmpFℓSTR® MiniFiler™ e AmpFℓSTR® NGM SElect™. 
Época Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético 
com Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético 
com NGM Se 
verão 
55 Ng 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
56 Nl 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
57 Na 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
58 Pg 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
59 Pl 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
60 Pa 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
62 Ol 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
63 Oa 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
73 Ng 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
74 Nl 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
75 Na 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
76 Pg 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
77 Pl 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
78 Pa 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
79 Og 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
80 Ol 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
81 Oa 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
109 Ng 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
110 Nl 3 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
111 Na 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
113 Pl 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
114 Pa 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
116 Ol 3 dias DNAIQ n.a. sem perfil sem perfil 
117 Oa 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
127 Ng 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
128 Nl 3 dias Chelex n.a. contaminada contaminada 
129 Na 3 dias Chelex n.a. sem perfil sem perfil 
131 Pl 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
132 Pa 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
134 Ol 3 dias Chelex n.a. Parcial sem perfil 
135 Oa 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
199 Ng 7 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
200 Nl 7 dias Chelex Parcial Parcial contaminada 
201 Na 7 dias Chelex n.a. sem perfil sem perfil 
202 Pg 7 dias Chelex n.a. sem perfil sem perfil 
203 Pl 7 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
204 Pa 7 dias Chelex n.a. sem perfil sem perfil 
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Tabela 23 – Continuação 
Época Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético 
com Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético 
com NGM Se 
verão 
207 Oa 7 dias Chelex n.a. sem perfil sem perfil 
235 Ng 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
236 Nl 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
237 Na 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
238 Pg 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
239 Pl 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
240 Pa 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
241 Og 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
242 Ol 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
243 Oa 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
343 Ng 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
344 Nl 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
345 Na 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
346 Pg 3 dias QIAamp n.a. sem perfil sem perfil 
347 Pl 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
348 Pa 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
351 Oa 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
361 Ng 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
362 Nl 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
363 Na 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
365 Pl 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
366 Pa 7 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
369 Oa 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
525 Na 15 dias Chelex n.a. Completo n.a. 
527 Pl 15 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
528 Pa 15 dias Chelex n.a. Completo n.a. 
531 Oa 15 dias Chelex n.a. Completo n.a. 
541 Ng 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
542 Nl 7 dias QIAamp n.a. Parcial sem perfil 
543 Na 7 dias QIAamp n.a. / Completo Completo n.a. 
545 Pl 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
546 Pa 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
549 Oa 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
586 Ng 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
587 Nl 15 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
588 Na 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
590 Pl 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
594 Oa 15 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
631 Ng 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
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Tabela 23 – Continuação 
Época Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético 
com Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético 
com NGM Se 
verão 
632 Nl 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
633 Na 15 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
635 Pl 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
636 Pa 15 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
639 Oa 15 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
645 Pa 30 dias Chelex n.a. sem perfil sem perfil 
789 Pa 3 meses Chelex n.a. Completo n.a. 
inverno 
901 Ng 1 dia Chelex Parcial sem material sem material 
902 Nl 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
903 Na 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
904 Pg 1 dia Chelex Parcial sem perfil Completo 
905 Pl 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
906 Pa 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
907 Og 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
908 Ol 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
909 Oa 1 dia Chelex Completo n.a. n.a. 
919 Ng 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
920 Nl 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
921 Na 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
922 Pg 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
923 Pl 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
924 Pa 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
925 Og 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
926 Ol 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
927 Oa 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
974 Ng 3 dias Chelex n.a. sem perfil sem perfil 
975 Nl 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
976 Na 3 dias Chelex n.a. Completo n.a. 
977 Pg 3 dias Chelex Parcial sem perfil sem perfil 
978 Pl 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
979 Pa 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
980 Og 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
981 Ol 3 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
982 Oa 3 dias Chelex n.a. Parcial sem perfil 
1028 Ng 3 dias QIAamp n.a. Parcial sem perfil 
1029 Nl 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1030 Na 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1031 Pg 3 dias QIAamp Parcial contaminada contaminada 
1032 Pl 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
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Tabela 23 – Continuação 
Época Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético 
com Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético 
com NGM Se 
inverno 
1033 Pa 3 dias QIAamp Parcial sem perfil sem perfil 
1034 Og 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1035 Ol 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1036 Oa 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1050 Pl 7 dias Chelex n.a. sem perfil sem perfil 
1068 Pl 7 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
1118 Ng 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1119 Nl 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1120 Na 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1121 Pg 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1122 Pl 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1123 Pa 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1124 Og 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1125 Ol 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1126 Oa 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1136 Ng 3 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
1137 Nl 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1138 Na 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1139 Pg 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1140 Pl 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1141 Pa 3 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
1142 Og 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1143 Ol 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1144 Oa 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1359 Ol 30 dias Chelex n.a. sem perfil sem perfil 
n.a. – não aplicável 
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Tabela 30 - Perfis genéticos obtidos das amostras colocadas à superfície do solo de um bosque durante 
as épocas de inverno e verão, extraídas pelos 3 métodos e amplificadas com os kits AmpFℓSTR® 
Identifiler™, AmpFℓSTR® MiniFiler™ e AmpFℓSTR® NGM SElect™. 
Época Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético 
com Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético 
com NGM Se 
verão 
82 Ng 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
83 Nl 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
84 Na 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
85 Pg 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
86 Pl 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
87 Pa 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
88 Og 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
89 Ol 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
90 Oa 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
91 Ng 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
92 Nl 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
93 Na 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
94 Pg 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
95 Pl 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
96 Pa 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
97 Og 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
98 Ol 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
99 Oa 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
262 Ng 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
263 Nl 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
264 Na 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
265 Pg 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
266 Pl 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
267 Pa 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
268 Og 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
269 Ol 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
270 Oa 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
271 Ng 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
272 Nl 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
273 Na 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
274 Pg 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
275 Pl 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
276 Pa 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
277 Og 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
278 Ol 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
279 Oa 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
280 Ng 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
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Tabela 30 – Continuação 
Época Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético 
com Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético 
com NGM Se 
 verão 
281 Nl 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
282 Na 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
283 Pg 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
284 Pl 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
285 Pa 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
286 Og 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
287 Ol 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
288 Oa 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
289 Ng 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
290 Nl 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
291 Na 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
292 Pg 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
293 Pl 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
294 Pa 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
295 Og 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
296 Ol 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
297 Oa 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
406 Ng 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
407 Nl 7 dias Chelex  Parcial Completo n.a. 
408 Na 7 dias Chelex  sem perfil contaminada contaminada 
409 Pg 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
410 Pl 7 dias Chelex  Parcial contaminada contaminada 
411 Pa 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
412 Og 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
413 Ol 7 dias Chelex  Parcial Completo n.a. 
414 Oa 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
415 Ng 15 dias Chelex  n.a. Completo n.a. 
416 Nl 15 dias Chelex  Parcial contaminada contaminada 
417 Na 15 dias Chelex  n.a. Completo n.a. 
418 Pg 15 dias Chelex  Parcial contaminada contaminada 
419 Pl 15 dias Chelex  n.a. Completo n.a. 
420 Pa 15 dias Chelex  Parcial Completo n.a. 
421 Og 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
422 Ol 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
423 Oa 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
478 Ng 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
479 Nl 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
480 Na 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
481 Pg 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
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Tabela 30 – Continuação 
Época Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético 
com Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético 
com NGM Se 
verão 
482 Pl 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
483 Pa 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
484 Og 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
485 Ol 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
486 Oa 7 dias DNAIQ Parcial contaminada contaminada 
487 Ng 15 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
488 Nl 15 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
490 Pg 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
491 Pl 15 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
492 Pa 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
493 Og 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
494 Ol 15 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
495 Oa 15 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
604 Ng 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
605 Nl 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
606 Na 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
607 Pg 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
608 Pl 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
609 Pa 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
610 Og 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
611 Ol 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
612 Oa 7 dias QIAamp Parcial sem perfil sem perfil 
613 Ng 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
614 Nl 15 dias QIAamp n.a. sem perfil 
sem material 
extraído 
615 Na 15 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
616 Pg 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
617 Pl 15 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
618 Pa 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
619 Og 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
620 Ol 15 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
621 Oa 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
699 Pa 30 dias Chelex  Parcial Completo n.a. 
700 Og 30 dias Chelex  Completo Completo n.a. 
701 Ol 30 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
711 Oa 3 meses Chelex  n.a. Completo n.a. 
718 Og 30 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
720 Oa 30 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
726 Pa 3 meses DNAIQ n.a. Completo n.a. 
732 Na 30 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
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Tabela 30 – Continuação 
Época Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético 
com Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético 
com NGM Se 
verão 
734 Pl 30 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
735 Pa 30 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
737 Ol 30 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
738 Oa 30 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
744 Pa 3 meses QIAamp n.a. Completo n.a. 
inverno 
938 Ng 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
939 Nl 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
940 Na 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
941 Pg 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
942 Pl 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
943 Pa 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
944 Og 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
945 Ol 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
946 Oa 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
947 Ng 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
948 Nl 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
949 Na 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
950 Pg 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
951 Pl 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
952 Pa 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
953 Og 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
954 Ol 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
955 Oa 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
956 Ng 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
957 Nl 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
958 Na 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
959 Pg 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
960 Pl 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
961 Pa 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
962 Og 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
963 Ol 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
964 Oa 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
965 Ng 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
966 Nl 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
967 Na 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
968 Pg 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
969 Pl 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
970 Pa 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
971 Og 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
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Tabela 30 – Continuação 
Época Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético 
com Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético 
com NGM Se 
inverno 
972 Ol 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
973 Oa 3 dias Chelex  Parcial contaminada contaminada 
992 Ng 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
993 Nl 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
994 Na 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
995 Pg 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
996 Pl 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
997 Pa 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
998 Og 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
999 Ol 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1000 Oa 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1001 Ng 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1002 Nl 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1003 Na 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1004 Pg 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1005 Pl 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1006 Pa 15 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
1007 Og 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1008 Ol 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1009 Oa 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1010 Ng 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1011 Nl 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1012 Na 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1013 Pg 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1014 Pl 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1015 Pa 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1016 Og 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1017 Ol 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1018 Oa 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1019 Ng 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1020 Nl 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1021 Na 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1022 Pg 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1023 Pl 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1024 Pa 15 dias Chelex  n.a. Completo n.a. 
1025 Og 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1026 Ol 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
1027 Oa 15 dias Chelex  sem perfil contaminada contaminada 
1082 Ng 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
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Tabela 30 – Continuação 
Época Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético 
com Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético 
com NGM Se 
inverno 
1083 Nl 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1084 Na 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1085 Pg 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1086 Pl 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1087 Pa 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1088 Og 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1089 Ol 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1090 Oa 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1091 Ng 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1092 Nl 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1093 Na 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1094 Pg 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1095 Pl 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1096 Pa 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1097 Og 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1098 Ol 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1099 Oa 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1100 Ng 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1101 Nl 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1102 Na 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1103 Pg 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1104 Pl 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1105 Pa 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1106 Og 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1107 Ol 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1108 Oa 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1109 Ng 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1110 Nl 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1111 Na 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1112 Pg 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1113 Pl 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1115 Og 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1116 Ol 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1117 Oa 15 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
1248 Pl 30 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1251 Ol 30 dias QIAamp n.a. Completo n.a. 
1299 Nl 30 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
1302 Pl 30 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
1305 Ol 30 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
n.a. – não aplicável 
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 Tabela 33 – Resultados de quantificação das amostras colocadas num poço. 
As siglas N, P e O, são as iniciais dos dadores de sangue e as siglas g, l e a são as iniciais para ganga, licra 
e algodão, respetivamente, ind – indeterminado.  
 
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)               IPC 
QIAamp Investigator 
   (ng/l)              IPC 
 
Ng ind 32.61 0,0034 30.60 ind 29.44 
 
Nl 0,0010 31.43 ind 29.79 ind 29.83 
 
Na ind 31.76 ind 30.06 ind 30.17 
Poço 1 dia Pg 0,0011 31.30 ind 30.00 ind 29.49 
 
Pl ind 31.72 ind 29.84 ind 30.57 
 
Pa ind 31.60 ind 30.04 ind 29.58 
 
Og 0,0017 31.14 0,0021 29.55 ind 28.98 
 
Ol 0,0004 30.64 0,0019 29.82 ind 30.35 
 
Oa ind 30.63 ind 30.23 ind 29.92 
        
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)               IPC 
QIAamp Investigator 
   (ng/l)              IPC 
 
Ng ind 29.94 0,0050 29.55 ind 29.82 
 
Nl ind 29.74 0,0023 29.66 0,0042 29.48 
 
Na ind 30.16 ind 29.88 0,0041 29.52 
Poço 3 dias Pg 0,0028 30.37 0,0024 29.58 ind 29.52 
 
Pl 0,0054 30.43 ind 27.64 ind 29.57 
 
Pa 0,0055 30.16 ind 29.75 ind 29.30 
 
Og 0,0080 29.94 0,0025 29.16 ind 29.10 
 
Ol ind 30.84 0,0021 30.06 ind 29.39 
 
Oa 0,0080 29.94 0,0062 29.95 ind 29.51 
        
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)               IPC 
QIAamp Investigator 
  (ng/l)              IPC 
 
Ng ind 30.64 ind 29.91 ind 29.44 
 
Nl ind 29.69 ind 29.69 ind 29.83 
 
Na ind 29.69 ind 30.01 ind 30.17 
Poço 7 dias Pg 0,0011 30.51 ind 30.69 ind 29.49 
 
Pl ind 30.28 ind 30.66 ind 30.57 
 
Pa ind 30.36 ind 30.19 ind 29.58 
 
Og ind 30.25 ind 29.81 ind 28.98 
 
Ol ind 29.35 ind 29.90 ind 30.35 
 
Oa ind 36.38 ind 29.42 ind 29.92 
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Tabela 34 – Resultados de quantificação das amostras colocadas dentro de uma habitação. 
As siglas N, P e O, são as iniciais dos dadores de sangue e as siglas g, l e a são as iniciais para ganga, licra 
e algodão, respetivamente; ind – indeterminado.  
 
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)          IPC 
QIAamp Investigator 
  (ng/l)              IPC 
 
Ng 0,4063 30.28 0,1562 30.06 1,6464 28.69 
 
Nl 0,3908 30.17 0,1423 28.90 1,3452 28.65 
 
Na 0,3759 30.37 0,1445 29.66 0,7279 27.30 
Habitação Pg 0,4032 30.49 0,4324 29.20 1,9384 28.39 
1 dia Pl 0,7336 30.04 0,4224 29.33 2,0468 28.49 
 
Pa 1,0408 29.52 0,5012 29.71 1,5714 28.64 
 
Og 1,0905 29.92 0,4291 29.12 3,0426 28.09 
 
Ol 0,8179 30.05 1,6853 27.27 2,7502 28,00 
 
Oa 1,2349 29.72 0,1368 30.19 1,5714 28.16 
        
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)          IPC 
QIAamp Investigator 
  (ng/l)              IPC 
 
Ng 0,7056 29.86 0,1987 29.71 1,0011 28.33 
 
Nl 0,6631 30.04 0,7629 29.42 4,0252 27.56 
 
Na 0,3908 29.99 0,1820 31.80 0,4973 28.48 
Habitação Pg 0,8179 29.76 0,3848 29.23 1,2254 28.37 
3 dias Pl 0,4358 29.81 0,2798 28.83 3,5821 27.99 
 
Pa 0,4566 29.89 0,0776 32.21 0,6378 28.62 
 
Og 0,6894 29.28 0,2295 30.36 1,1786 28.54 
 
Ol 0,8772 29.72 1,3442 30.14 2,6868 28.04 
 
Oa 0,5012 29.99 0,3940 30.92 0,6947 28.59 
 
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)          IPC 
QIAamp Investigator 
  (ng/l)              IPC 
 
Ng 0,1067 30.15 0,1987 29.71 1,0990 28.83 
 
Nl 0,7393 30.54 0,5720 30.05 4,4532 28.04 
 
Na 0,1675 29.80 0,2199 29.49 0,3024 29.37 
Habitação Pg 0,1782 29.96 0,2490 29.10 1,7521 28.41 
7 dias Pl 0,2954 30.17 0,9705 28.65 5,0039 26.60 
 
Pa 0,2099 29.87 0,3346 28.79 0,2034 27.77 
 
Og 0,2509 29.65 0,1624 30.10 2,7502 27.66 
 
Ol 0,2340 29.52 0,2549 29.12 4,0882 27.51 
 
Oa 0,2629 29.96 0,2414 31.93 0,5130 28.88 
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Tabela 34 – Continuação 
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)          IPC 
QIAamp Investigator 
   (ng/l)              IPC 
 
Ng 0,2165 29.69 0,2629 28.54 1,1786 28.48 
 
Nl 0,0179 29.25 0,3320 30.18 0,1882 27.77 
 
Na 0,2268 29.52 0,1227 29.75 0,3878 28.15 
Habitação Pg 0,1599 29.81 0,1897 31.55 1,2839 28.49 
15 dias Pl 0,4001 29.73 0,5855 30.21 1,0571 28.75 
 
Pa 0,1181 29.76 0,1445 32.08 0,6378 28.86 
 
Og 0,2019 29.07 0,1514 30.36 1,4539 28.44 
 
Ol 0,4257 29.61 1,0737 27.53 2,2469 27.96 
 
Oa 0,2131 29.24 0,1782 30.14 0,5417 28.49 
        
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)          IPC 
QIAamp Investigator 
   (ng/l)              IPC 
 
Ng 0,1127 29.43 0,1390 30.64 0,5334 28.54 
 
Nl 0,1227 29.59 0,1208 32.04 1,3557 28.22 
 
Na 0,1109 29.12 0,2376 29.26 0,1649 28.75 
Habitação Pg 0,2148 29.62 0,3095 31.97 0,8909 28.52 
30 dias Pl 0,0475 29.14 0,1237 29.77 0,7111 28.59 
 
Pa 0,1853 29.13 0,2954 29.30 0,1839 28.99 
 
Og 0,3560 28.79 0,4566 32.06 1,4882 28.20 
 
Ol 0,4674 28.56 0,2395 31.70 0,5588 28.74 
 
Oa 0,2909 29.24 0,1316 29.35 0,3759 28.57 
        
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)          IPC 
QIAamp Investigator 
   (ng/l)              IPC 
 
Ng 0,2569 28.68 0,1611 29.80 0,6040 28.35 
 
Nl 0,0251 28.47 0,1237 30.72 2,2122 27.65 
 
Na 0,2034 29.21 0,4159 30.21 0,2509 28.73 
Habitação Pg 0,3193 29.23 0,2490 29.99 0,7393 28.47 
3 meses Pl 0,0498 29.04 0,2509 32.81 4,8131 27.43 
 
Pa 0,1412 28.00 0,5460 29.86 0,6894 28.16 
 
Og 0,6528 28.16 0,2670 29.82 0,7627 28.42 
 
Ol 0,2529 28.34 0,1059 30.45 4,9652 27.54 
 
Oa 0,2358 28.74 0,6478 29.87 0,7929 28.66 
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Tabela 34 – Continuação 
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)          IPC 
QIAamp Investigator 
   (ng/l)              IPC 
 
Ng 0,1574 28.82 0,1327 29.72 0,5502 28.62 
 
Nl 0,0183 27.56 0,1755 29.72 2,5248 27.76 
 
Na 0,1286 29.33 0,3701 29.37 0,1825 28.66 
Habitação Pg 0,2629 29.66 0,2304 29.62 0,5460 28.43 
6 meses Pl 0,0649 27.43 0,2182 30.29 1,4094 27.70 
 
Pa 0,2148 29.37 0,4392 29.34 0,2691 28.83 
 
Og 0,5855 28.67 0,3878 29.24 0,5588 28.35 
 
Ol 0,1136 29.57 0,3600 30.42 4,8886 27.28 
 
Oa 0,2670 29.51 0,4601 29.78 0,2712 28.75 
 
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)          IPC 
QIAamp Investigator 
  (ng/l)              IPC 
 
Ng 0,4063 26.52 0,4530 26.40 0,4710 28.43 
 
Nl 0,0921 26.54 0,2268 26.57 1,1971 28.18 
 
Na 0,2842 26.51 0,4935 26.55 0,1190 28.87 
Habitação Pg 0,5292 26.46 0,3848 26.67 0,4224 28.69 
12 meses Pl 0,0928 26.70 0,1502 26.61 1,4426 28.11 
 
Pa 0,3970 26.59 0,5545 26.77 0,4973 28.71 
 
Og 1,0990 26.56 0,3616 26.94 0,7167 28.70 
 
Ol 0,1491 26.94 0,1853 26.94 4,1201 27.73 
 
Oa 0,5051 26.71 0,7746 26.62 0,5460 28.86 
 
       
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)          IPC 
QIAamp Investigator 
   (ng/l)              IPC 
 
Ng 0,5211 28.18 0,1853 28.51 0,1957 28.17 
 
Nl 0,1067 28.57 0,0957 28.18 1,5233 27.58 
 
Na 0,2909 28.38 0,2509 28.31 0,5375 28.39 
Habitação Pg 0,5947 28.36 0,4935 28.60 0,0858 28.65 
24 meses Pl 0,1208 28.68 0,0610 28.49 2,2122 28.21 
 
Pa 0,2050 28.70 0,8772 28.30 0,5947 28.74 
 
Og 0,6087 27.91 0,4127 28.44 0,1306 28.58 
 
Ol 0,0950 28.34 0,0596 27.93 3,4189 28.01 
 
Oa 0,3425 28.32 0,4601 28.10 0,3478 28.75 
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Tabela 36 - Perfis genéticos obtidos das amostras colocadas dentro de uma habitação, extraídas pelos 3 
métodos e amplificadas com os kits AmpFℓSTR® Identifiler™, AmpFℓSTR® MiniFiler™ e AmpFℓSTR® NGM 
SElect™. 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético com 
Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético com 
NGM Se 
154 Ng 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
155 Nl 1 dia Chelex  Parcial Contaminada Contaminada 
156 Na 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
157 Pg 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
158 Pl 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
159 Pa 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
160 Og 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
161 Ol 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
162 Oa 1 dia Chelex  Completo n.a. n.a. 
163 Ng 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
164 Nl 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
165 Na 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
166 Pg 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
167 Pl 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
168 Pa 3 dias Chelex  n.a. / Completo não realizado n.a. 
169 Og 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
170 Ol 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
171 Oa 3 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
172 Ng 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
173 Nl 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
174 Na 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
175 Pg 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
176 Pl 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
177 Pa 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
178 Og 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
179 Ol 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
180 Oa 7 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
181 Ng 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
182 Nl 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
183 Na 15 dias Chelex  Parcial Completo n.a. 
184 Pg 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
185 Pl 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
186 Pa 15 dias Chelex  Parcial Contaminada Contaminada 
187 Og 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
188 Ol 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
189 Oa 15 dias Chelex  Completo n.a. n.a. 
208 Ng 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
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Tabela 36 – Continuação 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético com 
Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético com 
NGM Se 
209 Nl 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
210 Na 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
211 Pg 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
212 Pl 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
213 Pa 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
214 Og 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
215 Ol 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
216 Oa 1 dia DNAIQ Completo n.a. n.a. 
217 Ng 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
218 Nl 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
219 Na 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
220 Pg 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
221 Pl 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
222 Pa 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
223 Og 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
224 Ol 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
225 Oa 3 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
370 Ng 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
371 Nl 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
372 Na 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
373 Pg 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
374 Pl 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
375 Pa 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
376 Og 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
377 Ol 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
378 Oa 7 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
379 Ng 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
380 Nl 15 dias DNAIQ n.a. sem perfil sem perfil 
381 Na 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
382 Pg 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
383 Pl 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
384 Pa 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
385 Og 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
386 Ol 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
387 Oa 15 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
388 Ng 30 dias Chelex Contaminada Contaminada Contaminada 
389 Nl 30 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
390 Na 30 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
391 Pg 30 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
 119 
Tabela 36 – Continuação 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético com 
Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético com 
NGM Se 
392 Pl 30 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
393 Pa 30 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
394 Og 30 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
395 Ol 30 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
396 Oa 30 dias Chelex Completo n.a. n.a. 
397 Ng 3 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
398 Nl 3 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
399 Na 3 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
400 Pg 3 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
401 Pl 3 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
402 Pa 3 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
403 Og 3 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
404 Ol 3 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
405 Oa 3 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
496 Ng 30 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
497 Nl 30 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
498 Na 30 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
499 Pg 30 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
500 Pl 30 dias DNAIQ n.a. Completo n.a. 
501 Pa 30 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
502 Og 30 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
503 Ol 30 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
504 Oa 30 dias DNAIQ Completo n.a. n.a. 
505 Ng 3 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
506 Nl 3 meses DNAIQ n.a. Completo n.a. 
507 Na 3 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
508 Pg 3 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
509 Pl 3 meses DNAIQ n.a. Completo n.a. 
510 Pa 3 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
511 Og 3 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
512 Ol 3 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
513 Oa 3 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
550 Ng 6 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
551 Nl 6 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
552 Na 6 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
553 Pg 6 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
554 Pl 6 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
555 Pa 6 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
556 Og 6 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
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Tabela 36 – Continuação 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético com 
Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético com 
NGM Se 
557 Ol 6 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
558 Oa 6 meses Chelex Completo n.a. n.a. 
559 Ng 6 meses DNAIQ Parcial Completo n.a. 
560 Nl 6 meses DNAIQ n.a. Completo n.a. 
561 Na 6 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
562 Pg 6 meses DNAIQ sem perfil sem perfil sem perfil 
563 Pl 6 meses DNAIQ n.a. Completo n.a. 
564 Pa 6 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
565 Og 6 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
566 Ol 6 meses DNAIQ 
Completo + picos 
inespecificos 
Completo + picos 
inespecificos 
n.a. 
567 Oa 6 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
856 Ng 12 meses Chelex  Completo n.a. n.a. 
857 Nl 12 meses Chelex  Completo n.a. n.a. 
858 Na 12 meses Chelex  Completo n.a. n.a. 
859 Pg 12 meses Chelex  Completo n.a. n.a. 
860 Pl 12 meses Chelex  Completo n.a. n.a. 
861 Pa 12 meses Chelex  Completo n.a. n.a. 
862 Og 12 meses Chelex  Completo n.a. n.a. 
863 Ol 12 meses Chelex  Completo n.a. n.a. 
864 Oa 12 meses Chelex  Completo n.a. n.a. 
865 Ng 12 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
866 Nl 12 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
867 Na 12 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
868 Pg 12 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
869 Pl 12 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
870 Pa 12 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
871 Og 12 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
872 Ol 12 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
873 Oa 12 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1262 Ng 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
1263 Nl 1 dia QIAamp Completo Completo n.a. 
1264 Na 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
1265 Pg 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
1266 Pl 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
1267 Pa 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
1268 Og 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
1269 Ol 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
1270 Oa 1 dia QIAamp Completo n.a. n.a. 
1271 Ng 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
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Tabela 36 – Continuação 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético com 
Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético com 
NGM Se 
1272 Nl 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1273 Na 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1274 Pg 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1275 Pl 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1276 Pa 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1277 Og 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1278 Ol 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1279 Oa 3 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1280 Ng 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1281 Nl 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1282 Na 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1283 Pg 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1284 Pl 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1285 Pa 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1286 Og 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1287 Ol 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1288 Oa 7 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1289 Ng 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1290 Nl 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1291 Na 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1292 Pg 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1293 Pl 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1294 Pa 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1295 Og 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1296 Ol 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1297 Oa 15 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1316 Ng 30 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1317 Nl 30 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1318 Na 30 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1319 Pg 30 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1320 Pl 30 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1321 Pa 30 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1322 Og 30 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1323 Ol 30 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1324 Oa 30 dias QIAamp Completo n.a. n.a. 
1325 Ng 3 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1326 Nl 3 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1327 Na 3 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1328 Pg 3 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
 122 
Tabela 36 – Continuação 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético com 
Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético com 
NGM Se 
1329 Pl 3 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1330 Pa 3 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1331 Og 3 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1332 Ol 3 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1333 Oa 3 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1334 Ng 6 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1335 Nl 6 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1336 Na 6 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1337 Pg 6 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1338 Pl 6 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1339 Pa 6 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1340 Og 6 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1341 Ol 6 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1342 Oa 6 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1343 Ng 12 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1344 Nl 12 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1345 Na 12 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1346 Pg 12 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1347 Pl 12 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1348 Pa 12 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1349 Og 12 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1350 Ol 12 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1351 Oa 12 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1487 Ng 24 meses Chelex  Completo n.a. n.a. 
1488 Nl 24 meses Chelex  Completo n.a. n.a. 
1489 Na 24 meses Chelex  Completo n.a. n.a. 
1490 Pg 24 meses Chelex  Completo n.a. n.a. 
1491 Pl 24 meses Chelex  n.a. Completo n.a. 
1492 Pa 24 meses Chelex  Completo n.a. n.a. 
1493 Og 24 meses Chelex  sem perfil Contaminada Contaminada 
1494 Ol 24 meses Chelex  n.a. Completo n.a. 
1495 Oa 24 meses Chelex  Completo n.a. n.a. 
1496 Ng 24 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1497 Nl 24 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1498 Na 24 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1499 Pg 24 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1500 Pl 24 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1501 Pa 24 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1502 Og 24 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
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Tabela 36 – Continuação 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético com 
Identifiler 
Perfil Genético com 
Minifiler 
Perfil Genético com 
NGM Se 
1503 Ol 24 meses DNAIQ sem perfil sem perfil sem perfil 
1504 Oa 24 meses DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1505 Ng 24 meses QIAamp sem perfil Contaminada Contaminada 
1506 Nl 24 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1507 Na 24 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1508 Pg 24 meses QIAamp n.a. / Completo não realizado n.a. 
1509 Pl 24 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1510 Pa 24 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1511 Og 24 meses QIAamp sem perfil 
sem material 
extraído 
sem material 
extraído 
1512 Ol 24 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
1513 Oa 24 meses QIAamp Completo n.a. n.a. 
n.a. – não aplicável 
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Tabela 39 – Resultados de quantificação das amostras lavadas com detergente 
As siglas N, P e O, são as iniciais dos dadores de sangue e as siglas g, l e a são as iniciais para ganga, licra 
e algodão, respetivamente; ind – indeterminado.  
 
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)          IPC 
QIAamp Investigator 
   (ng/l)              IPC 
 
Ng 5,8003 27.24 1,0737 28.39 10,3103 27.78 
Após 1ª 
lavagem 
com 
detergente 
Nl 0,0097 28.54 0,4601 27.63 0,2251 29.27 
Na 0,1456 27.98 1,5714 28.28 11,4957 27.59 
Pg 12,3288 27.01 2,0309 28.34 9,2472 27.81 
Pl 0,3701 28.78 0,0852 28.41 0,4063 29.42 
Pa 6,0302 27.56 1,0905 28.62 1,8215 28.62 
Og 11,0575 27.02 1,9535 28.10 9,3921 27.48 
Ol 0,1701 29.20 0,0776 28.42 0,3701 28.89 
 
Oa 9,0340 27.09 2,3542 27.74 3,7825 28.27 
        
  
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)          IPC 
QIAamp Investigator 
  (ng/l)              IPC 
 
Ng 14,2910 26.59 0,9630 28.29 4,9652 27.39 
Após 2ª 
lavagem 
com 
detergente 
Nl 0,0123 28.39 0,0014 28,35 0,1266 29.11 
Na 11,4067 26.55 2,3726 28.10 11,7669 27.35 
Pg 13,1198 26.74 1,7117 28.44 7,2670 27.57 
Pl 2,1951 27.83 0,1101 28.48 1,4539 28.48 
Pa 6,0302 27.49 1,1605 28.68 1,6853 28.55 
Og 13,2222 26.80 2,0951 28.12 7,1549 27.60 
Ol 0,1084 27.42 0,0479 28.18 0,1358 28.96 
 
Oa 8,1657 27.17 1,8215 28.09 3,4725 27.77 
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Tabela 40 - Perfis genéticos obtidos das amostras lavadas com detergente, extraídas pelos 3 métodos e 
amplificadas com os kits AmpFℓSTR® Identifiler™, AmpFℓSTR® MiniFiler™ e AmpFℓSTR® NGM SElect™. 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético com 
Identifiler 
Perfil Genético 
com Minifiler 
Perfil Genético com 
NGM Se 
1379 Ng 1ª Lavagem Chelex Completo n.a. n.a. 
1380 Nl 1ª Lavagem Chelex Completo n.a. n.a. 
1381 Na 1ª Lavagem Chelex Completo n.a. n.a. 
1382 Pg 1ª Lavagem Chelex Completo n.a. n.a. 
1383 Pl 1ª Lavagem Chelex n.a. Completo n.a. 
1384 Pa 1ª Lavagem Chelex Completo n.a. n.a. 
1385 Og 1ª Lavagem Chelex Completo n.a. n.a. 
1386 Ol 1ª Lavagem Chelex n.a. Completo n.a. 
1387 Oa 1ª Lavagem Chelex Completo n.a. n.a. 
1388 Ng 2ª Lavagem Chelex Completo n.a. n.a. 
1390 Na 2ª Lavagem Chelex Completo n.a. n.a. 
1391 Pg 2ª Lavagem Chelex Completo n.a. n.a. 
1392 Pl 2ª Lavagem Chelex Completo n.a. n.a. 
1393 Pa 2ª Lavagem Chelex Completo n.a. n.a. 
1394 Og 2ª Lavagem Chelex Completo n.a. n.a. 
1395 Ol 2ª Lavagem Chelex n.a. Completo n.a. 
1396 Oa 2ª Lavagem Chelex Completo n.a. n.a. 
1397 Ng 1ª Lavagem DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1399 Na 1ª Lavagem DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1400 Pg 1ª Lavagem DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1401 Pl 1ª Lavagem DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1402 Pa 1ª Lavagem DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1403 Og 1ª Lavagem DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1404 Ol 1ª Lavagem DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1405 Oa 1ª Lavagem DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1406 Ng 2ª Lavagem DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1407 Nl 2ª Lavagem DNAIQ n.a. Parcial sem perfil 
1408 Na 2ª Lavagem DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1409 Pg 2ª Lavagem DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1410 Pl 2ª Lavagem DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1411 Pa 2ª Lavagem DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1412 Og 2ª Lavagem DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1413 Ol 2ª Lavagem DNAIQ sem perfil sem perfil contaminada 
1414 Oa 2ª Lavagem DNAIQ Completo n.a. n.a. 
1415 Ng 1ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1416 Nl 1ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1417 Na 1ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
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Tabela 40 – Continuação 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético com 
Identifiler 
Perfil Genético 
com Minifiler 
Perfil Genético com 
NGM Se 
1418 Pg 1ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1419 Pl 1ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1420 Pa 1ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1421 Og 1ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1422 Ol 1ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1423 Oa 1ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1424 Ng 2ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1425 Nl 2ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1426 Na 2ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1427 Pg 2ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1428 Pl 2ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1429 Pa 2ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1430 Og 2ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1431 Ol 2ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
1432 Oa 2ª Lavagem QIAamp Completo n.a. n.a. 
n.a. – não aplicável 
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Tabela 42 – Resultados de quantificação das amostras lavadas com lixívia.  
As siglas N, P e O, são as iniciais dos dadores de sangue e as siglas g, l e a são as iniciais para ganga, licra 
e algodão, respetivamente; ind – indeterminado.  
 
Após 1ª 
lavagem 
com lixívia 
 
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)     IPC 
QIAamp Investigator 
   (ng/l)              IPC 
Ng ind 28.90 ind 28.68 ind 28.67 
Nl ind 28.68 ind 28.07 0,0072 28.57 
Na ind 28.86 ind 28.98 ind 28.83 
Pg 0,0038 28.58 0,0190 28.84 ind 28.61 
Pl ind 28.59 ind 28.18 ind 28.49 
Pa ind 28.72 ind 28.59 ind 28.85 
Og 0,0605 28.87 0,0149 28.60 0,0560 28.59 
Ol ind 28.74 ind 27.96 ind 28.97 
Oa ind 28.81 ind 28.49 ind 29.02 
        
Após 2ª 
lavagem 
com lixívia 
 
DNAIQ 
(ng/l)      IPC 
Chelex  
   (ng/l)     IPC 
QIAamp Investigator 
   (ng/l)              IPC 
Ng ind 28.73 ind 28.48 ind 28.91 
Nl ind 28.94 ind 28.05 ind 28.46 
Na ind 28.71 ind 28.51 ind 28.29 
Pg 0,0133 28.88 ind 28.45 ind 28.62 
Pl ind 29.02 0,0064 28.05 ind 28.52 
Pa ind 28.69 ind 28.81 ind 28.62 
Og ind 28.45 ind 28.67 ind 28.78 
Ol ind 28.59 ind 28.23 ind 28.80 
Oa ind 29.25 ind 28.53 ind 29.00 
 
 
Tabela 43 - Perfis genéticos obtidos das amostras lavadas com lixívia, extraídas pelos 3 métodos e 
amplificadas com os kits AmpFℓSTR® Identifiler™, AmpFℓSTR® MiniFiler™ e AmpFℓSTR® NGM SElect™. 
 
Amostra Tipo Tempo Extração 
Perfil Genético com 
Identifiler 
Perfil Genético 
com Minifiler 
Perfil Genético com 
NGM Se 
1436 Pg 1ª Lavagem Chelex  n.a. Completo n.a. 
1439 Og 1ª Lavagem Chelex  n.a. Completo n.a. 
1457 Og 1ª Lavagem QIAamp n.a. Completo n.a. 
1475 Og 1ª Lavagem DNAIQ n.a. Completo n.a. 
1481 Pg 2ª Lavagem DNAIQ n.a. Sem perfil Sem perfil 
n.a. – não aplicável 
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7.2. Anexo II – Figuras 
 
 
Figura 19. Perfil genético da amostra 137 extraída com o kit QIAamp DNA Investigator e amplificada 
com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™  
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Figura 21. Perfil genético da amostra 64 extraída pelo kit DNA IQ System e amplificada com 10l de 
produto extraído com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
 
 130 
 
 
Figura 22. Perfil genético da amostra 911 extraída pelo método de Chelex, purificada com Microcon® e 
NaOH e amplificada com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 23. Perfil genético da amostra 911 extraída pelo método de Chelex, purificada com Microcon® e 
NaOH e amplificada com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™  
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Figura 24. Perfil genético da amostra 360 extraída pelo kit DNA IQ System e amplificada com o kit 
AmpFℓSTR® MiniFiler™  
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Figura 25. Perfil genético da amostra 533 extraída pelo kit QIAamp DNA Investigator e amplificada com 
o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™  
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Figura 26. Perfil genético da amostra 1077 extraída pelo kit QIAamp DNA Investigator e amplificada com 
o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™  
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Figura 27. Perfil genético da amostra 54 extraída por Chelex , purificada com Microcon® e NaOH e 
amplificada com o kit AmpFℓSTR®  NGM SElect™ 
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Figura 28. Perfil genético da amostra 1058 extraída por Chelex, purificada com Microcon® e NaOH e 
amplificada com o kit AmpFℓSTR®  NGM SElect™ 
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Figura 30. Perfil genético da amostra 200 extraída por Chelex, purificada com Microcon® e NaOH e 
amplificada com 2l de produto extraído com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 31. Perfil genético da amostra 901 extraída por Chelex, purificada com Microcon® e NaOH e 
amplificada com 10l de produto extraído com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 32. Perfil genético da amostra 904 extraída por Chelex, purificada com Microcon® e NaOH e 
amplificada com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 33. Perfil genético da amostra 977 extraída por Chelex, purificada com Microcon® e NaOH e 
amplificada com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 34. Perfil genético da amostra 1031 extraída pelo kit QIAamp DNA Investigator amplificada com o 
kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 35. Perfil genético da amostra 1033 extraída pelo kit QIAamp DNA Investigator e amplificada com 
10l de produto extraído com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 36. Perfil genético da amostra 200 extraída por Chelex, purificada com Microcon® e NaOH e 
amplificada com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™  
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Figura 37. Perfil genético da amostra 904 extraída por Chelex, purificada com Microcon® e NaOH e 
amplificada com o kit AmpFℓSTR® NGM SElect™ 
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Figura 38. Perfil genético da amostra 134 extraída por Chelex, purificada com Microcon® e NaOH e 
amplificada com 10l de produto extraído com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™  
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Figura 39. Perfil genético da amostra 982 extraída por Chelex, purificada com Microcon® e NaOH e 
amplificada com o kit AmpFℓSTR® MiniFiler™  
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Figura 40. Perfil genético da amostra 542 extraída por QIAamp DNA Investigator e amplificada com o kit 
AmpFℓSTR® MiniFiler™  
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Figura 41. Perfil genético da amostra 1028 extraída por QIAamp DNA Investigator e amplificada com o 
kit AmpFℓSTR® MiniFiler™  
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Figura 43. Perfil genético da amostra 410 extraída por Chelex, amplificada com 10l de produto extraído 
com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 44. Perfil genético da amostra 418 extraída por Chelex, amplificada com 10l de produto extraído 
com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
 151 
 
 
Figura 45. Perfil genético da amostra 418 extraída por Chelex, amplificada com 10l de produto extraído 
com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 46. Perfil genético da amostra 973 extraída por Chelex, amplificada com 3l de produto extraído 
com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 47. Perfil genético da amostra 973 extraída por Chelex, amplificada com 6l de produto extraído 
com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 48. Perfil genético da amostra 416 extraída por Chelex, amplificada com 10l de produto extraído 
com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 49. Perfil genético da amostra 486 extraída por DNA IQ System, amplificada com 4l de produto 
extraído com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 50. Perfil genético da amostra 612 extraída por QIAamp DNA Investigator e amplificada com o kit 
AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 51. Perfil genético da amostra 407 extraída por Chelex, amplificada com 7l de produto extraído 
com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
 
 158 
 
 
Figura 52. Perfil genético da amostra 407 extraída por Chelex, amplificada com 10l de produto extraído 
com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 53. Perfil genético da amostra 413 extraída por Chelex, amplificada com 1l de produto extraído 
com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ 
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Figura 54. Perfil genético da amostra 413 extraída por Chelex, amplificada com 2l de produto extraído 
com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 55. Perfil genético da amostra 420 extraída por Chelex, amplificada com 6l de produto extraído 
com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 56. Perfil genético da amostra 699 extraída por Chelex e amplificada com o kit AmpFℓSTR® 
Identifiler™ Plus 
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Figura 57. Perfil genético da amostra 407 extraída por Chelex e amplificada com o kit AmpFℓSTR® 
MiniFiler™  
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Figura 58. Perfil genético da amostra 413 extraída por Chelex e amplificada com o kit AmpFℓSTR® 
MiniFiler™ 
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Figura 59. Perfil genético da amostra 420 extraída por Chelex e amplificada com o kit AmpFℓSTR® 
MiniFiler™  
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Figura 60. Perfil genético da amostra 699 extraída por Chelex e amplificada com o kit AmpFℓSTR® 
MiniFiler™  
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Figura 62. Perfil genético da amostra 155 extraída por Chelex, amplificada com 5l de produto extraído 
com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ 
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Figura 63. Perfil genético da amostra 186 extraída por Chelex, amplificada com 5l de produto extraído 
com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ 
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Figura 64. Perfil genético da amostra 183 extraída por Chelex, amplificada com 5l de produto extraído 
com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ 
 170 
 
 
 
Figura 65. Perfil genético da amostra 559 extraída por DNA IQ System, amplificada com 10l de produto 
extraído com o kit AmpFℓSTR® Identifiler™ Plus 
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Figura 66. Perfil genético da amostra 183 extraída por Chelex e amplificada com o kit AmpFℓSTR® 
MiniFiler™   
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Figura 67. Perfil genético da amostra 559 extraída por DNA IQ System e amplificada com o kit 
AmpFℓSTR® MiniFiler™   
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Figura 68. Perfil genético da amostra 1407 extraída com o kit DNA IQ System e amplificada com o kit 
AmpFℓSTR® MiniFiler™  
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7.3. Anexo III – Artigos Publicados 
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7.4. Anexo IV – Artigo aceite para publicação 
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